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Das Verhalten der Oxalsiure 


149 bei der Leberdurchstrémung in vitro 
(VI. Mitteilung) 
158 Von 
Paul B. Miiller 
Mit 4 Figuren im Text 
174 : 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Ziirich) 
183 (Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1940) 
193 3e1 der Ausarbeitung einer Oxalsdiurebestimmungsmethode in 


905 fekleinen Mengen Harn und Blut! ?) fanden wir, daB gewisse Verbin- 
dungen schon in wiBrigen Lésungen durch Kinwirkung von Saure 
und Lauge, andere erst nach Zusatz von Sublimat in wechselndem 

217 MUmfange Oxalsiure bilden kénnen. Es ist dies beim Verarbeiten 
tierischer Fliissigkeiten und Gewebe zu beriicksichtigen, da nicht 

225 Mohne weiteres auf urspriinglich schon vorhandene Oxalsiure ge- 
schlossen werden darf. Gleichwohl gelang es, kleine Mengen Oxal- 

239 Mesiure in Serum, Gesamtblut und Organen quantitativ zu_be- 

949 /estimmen und ihr Verhalten darin und bei Stoffwechselversuchen 

—— (7 verfolgen®%), Einmal gebildete Oxalsiure wird im Tierkérper 
nicht zerstért, wenn wir von bakterieller Zersetzung absehen. Im 
Serum verindert sich sowohl genuine wie zugesetzte Oxalsaure 
1Um- MBnicht. Beim Stehen von Gesamtblut nimmt die Oxalsdure. zu. 
riften MDiese diirfte aus Kohlenhydraten stammen. Zugesetzte Glucose 
chtige Mbedingt eine Vermehrung von Oxalsiure. Auch 0,1 °/, Glykokoll 
oder Kreatinin wirken in beschrinktem Umfange _,,oxalogen“. 
taser. fe Venn schon beim Stehenlassen steriler Pferdeblutkérperchen allein 
stick fed nach Zusatz bestimmter Verbindungen ein Oxalsiéureanstieg 
nm 6 Blestzustellen war, wieviel mehr miiBte dies bei Organdurchblutungen 
angen MEder Fall sein. Vielleicht ergeben bestimmte Verbindungen bei der 


ety- 
ae Leberdurchstrémung noch eine deutlichere Oxalsiurevermehrung 
“fort. 
en im 1) Paul B. Miller, Diss. sc. Techn. ; Eidg. Techn. Hochschule, Ziirich 1937. 
San *) B. Flaschentrager u. P. B. Miller, Diese Z. 251, 52 (1938) (I. bis 

UV. Mitteilung). 

le 5) P. B. Miller, Diese Z. 256, 75 (1938) (V. Mitteilung). Zur Korrektur 
3, ort 8. 83, Zeile 10 von unten lies: mg-°/), statt °/,. 
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als die Blutversuche. Zur Priifung dieser Frage wurde zunichsi 
eine Apparatur gebaut, die geeignet war, mit kleineren Mengey 
Blut, unter AusschluB der stérenden Gerinnsel, bei konstantey, 
Druck und Temperatur iiberlebende Organe in vitro zu durchblutey, 
Apparat und Versuchsanordnung wurden frither*) an Hand yoy 


Abbildungen geschildert. Im Prinzip wird das Blut mittels zweia§ 


Pumpen iber ein ,,AtmungsgefaiB* zur Sauerstoffversorgung uni 
nach Durchlaufen von Schaum- und Gerinnselfanger, Druck- uni 
VolumenmeBvorrichtungen durch das Organ im Thermostate 
gvepumpt. Néheres vgl. Anm. 4. 


Nach A. Rodriguez-Olleros®), G. Pennetti®*) und anderen § 
soll vor allem die Leber am Oxalsiéurestoffwechsel beteiligt sein. f 


Bei gesunden Menschen steige nach Einnahme von Oxalsiaure dies 


im Blut nicht, wohl aber bei Leberkranken. Wahrend nach 


S. Kamiya®) die Oxalsaiure in der Leber zerstért werden soll, is 


nach C. Seaglioni®) Lebergewebe nur in Gegenwart von Blut be-f 
fihigt, Oxalsiiure abzubauen. Nach meinen Versuchen wird dif 
dem Durchstrémungsblut zugesetzte Oxalsdure (274 y-°/5) in deg 
Kaninchenleber nicht zerstért?°), sondern bleibt im Blut wahrendf 


1 Stunde konstant, um dann im Gegenteil bis zur 4. Stunde sogai 
auf das Doppelte anzusteigen (Kurve 1). Hingegen kann ich di 
Angaben von Olleros®) und C. Scaglioni®) bestatigen: Bei der 
Leberdurchstr6mung mit Glucose wird in den ersten 2 Stunden 
die Oxalsiure im Durchstrémungsblute auf das Vierfache vermehrt, 


dann bleibt sie bis zur 4. Stunde konstant (Kurve 2 und 3). Dr 


Oxalsiure steigt mit dem Blutzucker an. 
Kleine Mengen zugesetzter Oxalsdure (274 y-°/,) sind ohn 


KinfluB (Kurve 4). GréBere Mengen Oxalsdure (680 y-°/), als Naf 


Oxalat) zum glucosehaltigen Durchstrémungsblut zugesetzt, fiihre 


4) P. B. Miller, Schweiz. med. Wschr. 69, 375 (1939). [Festschrift fir 


Alfred Vogt (S. 375), Ziirich 1939.] Zur Korrektur dort: S. 381, Zeile 1° 
von oben: Hahn 1, statt 2; S. 383, Zeile 8 von oben, lies: 2 mal 20 cen) 
statt 2,20; Zeile 9 und 10 von oben, lies: in 100 cem, statt in je; Figur: lie 
9-9/,, statt je °/). 

5) Z. Klin. Med. 128, 692 (1935); Ber. Physiol. 91, 571 (1936). 

6) Riforma med. 1935, 1358; Ber. Physiol. 98, 530 (1936). 

7) Riforma med. 1936, 243; Ber. Physiol. 94, 243 (1936). 

8) Jap. J. med. Sci., Biochem. 8, 289 (1937); Ber. Physiol. 107, 208 (1938 

°) Fisiol. e Med. 7, 77 (1936); Ber. Physiol. 94, 6 (1936); vgl. auch Clin 
med. ital., N. 8S. 68, 5 (1937); Ber. Physiol. 100, 6 (1937). 

10) Vgl. G. Orzechowski, P. Gomériu. M. Hundrisser, Arch. f. expe 
Path. 178, 739 (1935); Ber. Physiol. 90, 564 (1936). 
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miichst — nach anfanglicher Konstanz wihrend 1/,—2 Stunden zu einem be- 
fengenF trichtlichen Anstieg der Oxalsiure, in 4 Stunden zu 78—310°/, 
tanten — (Kurve 5 und 6). Zur Deutung dieses Befundes der auch in Kurve17 
bluten, f wieder bestatigt wird, kann man annehmen, daf infolge von Gift- 
1d you wirkung der Oxalséure der Abbau, z. B. von Kohlenhydrat, auf 
zweier* der Stufe einer oxalogenen Verbindung stehen bleibt, die dann im 


1 und 
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Laufe der weiteren Durchstrémung oder vielleicht auch erst 
sekundar, beim Aufarbeiten der Versuche mit unserer Methode in 
(1938) Oxalsiure iibergeht. 
h Cline Nach Y. Inoue!) hemmt Oxalsaure die Oxydation von Milch- 
sdure stark; es kénnte darum durch die Hemmung der normalen 
. expel pencil 
| 't) Fukuota Acta med. 29, No. 6; Ber. Physiol. 96, 139 (1937). 
eg 
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KH-Verbrennung auf dieser Stufe, zu einer Anreicherung von KH 
und Milchsiure im Blut kommen |s. dazu auch G. Domini!®)|, 
Die bei den KH-Versuchen gleichzeitig durchgefiihrten Blut- 
zucker- und Blutmilchsiurebestimmungen bestitigen diese Méglich- 
keit: Mit der Oxalsiurezunahme geht meist auch anfanglich ein 
leichter Blutzuckeranstieg parallel. Wahrend der KH-Spiegel von 
der ersten Stunde an aber konstant blieb oder sogar wieder absank. 
stieg der Milchséurespiegel konstant bis zur 4. Stunde um das 
2—3fache seines Anfangswertes auf 60—70 mg-°/, (der 1:4 ver- 
diinnten Blut-Tyrodelésung). Andererseits soll nach F. Marke! 
die KH-Bildung in der Leber durch Oxalsiure stark aktiviert 
werden; nach §. Kamiya) sollen bei der Umwandlung von 
Glykogen in Glucose betrachtliche Mengen Oxalsiiure entstehen. 
Wie man sieht, ergaénzen sich meine Befunde mit jenen Ergebnisse: 
recht gut. Es sei nur noch erwéhnt, daB Milchséure im Laufe der 
Aufarbeitung der Versuchsfliissigkeit mit meiner Methode nicht 
sekundir in Oxalsiure ibergeht. 

Im vendsen Blut (ohne Og-Zufuhr) (Kurve 7) und nach CO- 
Vergiftung (Kurve 8) erhilt man bei der Leberdurchstrémung keine 
brauchbaren Werte, da das Organ schon nach 1—2 Stunden ab- 
stirbt. Auf keinen Fall wird aber Oxalsiure abgebaut; im vendsen 
Blut tritt vielmehr Vermehrung bis zu 150°/, auf. — Da8 Oxalsiiure 
im normalen KH-Stoffwechsel in einer unbekannten Nebenreaktion 
gebildet wird, haben schon die vorangehenden Versuche mit Blut *) 
und solche mit einseitiger KH-Kost | vgl. IV. Mitteilung?)| bewiesen. 

Versuche mit Glykogen, Brenztraubensaiure und Milchsaure 
konnten nicht mehr abgeschlossen werden. Es sei aber darauf hingewiesen, 
daB Glykogen und Brenztraubensaure bei meiner Oxalsiurebestimmung schon 
erhebliche Mengen Oxalsaure ergeben. Versuche zur Trennung kleinerer Mengen 
Oxalsiure von gréBeren Mengen Glykogen- und Brenztraubensaure gelangen 
bis jetzt nicht befriedigend. Immerhin sei erwahnt, daB Glykogen durch 
vorausgehendes 2 stiindiges Erhitzen in der Versuchsfliissigkeit auf etwa 
95° mit verdiinnter Natronlauge praktisch keine Oxalsiiure mehr _ liefert 
Unter denselben Bedingungen fihrt Brenztraubenséiure aber zu_betracht 
lichen Mengen Oxalsiure. Reduktion des enteiweiBten Filtrates mit Zink 
wolle in salzsaurer Lésung, macht die Brenztraubenséure nahezu unschid- 


lich. Allerdings gehen dabei auch betrachtliche Mengen primar vorhandener 


Oxalsiure verloren. Es gilt also bei der Weiterfiihrung dieser Arbeiten, 
obige 2 Befunde zu_ beriicksichtigen und die Reduktion so milde aus- 


12) Boll. Soe. ital. Biol. sper. 18, 21 (1938); Ber. Physiol. 106, 579 (1935). 

13) Pharmakol. Inst., Univ. Minster i. W., Diss. 1936; Ber. Physiol. 101. 
484 (1937). 

14) Jap. J. med. Sci., Biochem. 8, 289 (1937); Ber. Physiol. 107, 208 (1938). 
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t 


zufiihren, daB wohl die Brenztraubenséiure zu Milchsaéure, nicht aber die 














\H Oxalsiure reduziert wird. Versuche mit Hefe und Pankreas zur Beseitigung 
95 = 5S 
“)|; 9 des Glykogens und der Brenztraubenséure fielen vollkommen negativ aus. 
ut- Vorlaufig wird hier sowie auch bei anderen Verfahren immer noch die Oxal- 
oh - siureentstehung bei der Bestimmung zu beriicksichtigen sein, um Fehlschliisse 
mi vermeiden. Betreffs Abbau der Brenztraubenséiure im Organismus vel. 
OLY) . 
G. Possenti?). 
On 
ke In den folgenden Versuchen (Fig. 2 u. 3) waren auBer den er- 
lis wihnten Verbindungen noch 0,1°/, Traubenzucker zugegeben. Ahn- 
— lich wie ber den IKH-Versuchen fiihrt die Durchstrémung mit 0,4°/, 
13 a ee 
Oxelséure # -. « 
PY Y% 
Or) 7500 
7400 
1300 BY” wor 
_ 1200 + os 
ler 1100 : 
ht 7000 j . 
goo | . Kurve 10 
-? A) 
p. = Kurvet2 
700 1636 636 hes 536 CBR) 
ne “mC — ee 
l)- 500 O95 -=-gon === =n wwe nee 
ae , 995 495 i. a: 
en) bined —_" a Nea 
: we 299 
re : 300 9 + 3OO%) 
200k ~ (+300 
1) net 4 
iw _ 
b nee ? 2 4 Stunden 
- Fig. 2 
re Kkurve 9: 0,1°/) KH + 0,4°/, Glykokoll 
10: 0,1°/p7 KH + 0,4°/, Glykokoll + 680 y-°/, Oxalsiiure 
a 11: 0,1°%) KH + 0,4%o ‘ + 680 y-"/, 
on 12: kein KH + 0,4°/, i + 540 y-"/ 
Cll 
“ (/ykokoll im 2 Stunden zu einer deutlichen (bis 500°/,igen) Oxalsaure- 
Ch ‘ ° P si ° ° ° 
" vermehrung. Bei weiterer Durchstr6émung bis zu 4 Stunden sinkt die 
, Oxalsdure wieder auf 300°/, des Ausgangswertes (Kurve 9). Dies hat 
t chon Seaglioni®) erwahnt. Glykokoll fiihrt auch in Gegenwart 
; von gréBeren Oxalséurezusitzen (680 y-°/,) zu einem Anstieg von 
(l- iy — —, y - > . 
Oxalsfiure (Kurve 10) wie in den Versuchen 5 und 6, aber es scheint, 
e ; ae : ae 
. laf’ hier das Glykokoll (Kurve 11) doch die Giftwirkung der Oxal- 


s- sdure hemmen und ausschalten kann, so da in Kurve 10 und 11 
lie Oxalsiiurewerte von denen in Kurve 5 und 6 stark abweichen, 
ohne daB die zugesetzte Oxalsiure verschwindet. 


18) Riv. Pat. sper., N.S. 4, 229 (1935); Ber. Physiol. 90, 558 (1936). 
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Die Befunde k6nnen vielleicht mit den Versuchen von 
S. J. Bach?!®) in Einklang gebracht werden, nach dem sich Glyko- 
koll mit Ketonkérpern und anderen Stoffen verbinden kann. Hs 
ist méglich, daB die Leber unter bestimmten Bedingungen Oxal- 
siure mit Glykokoll ,,entgiftet‘‘ oder daB Glykokoll die oxalogene 
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Kurve 13: 0,1 io KH + 0,4°/, Citronensdure 

. 14: 0,1°/, KH + 0,4°/, Butterséure 

» 15: 0,1°/, KH + 0,4°/, Kreatinin 
16: 0,1°/, KH + 0,4°/, Kreatin 
17: 0,1°/, KH + 0,4°/, Kreatin + 680 y-"/, Oxalséure 
18: 0,1°/, KH + 0,4°/, Bernsteinsdure 

.» 19: 0,1°/, KH +0,4°/, Glykolséure 

» 20: 0,1°/, KH + 0,4°/, Glykolsiure + 0,4°/, Glykokoll 


Verbindung vor der Umwandlung in Oxalsiure bewahrt. In einem 


Glykokollversuch mit 495 y-°/, Oxalsiurezusatz (ohne Glucose- 
zugabe) erfolgt nach anfanglichem Gleichbleiben des Oxalsaure- 


18) Biochemic. J. 38, 90 (1939); Ber. Physiol. 112, 579 (1939). 
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wertes erst von der 2. Stunde an ein leichter Oxalséiureanstieg 










































voh & 
yko- — auf 710 y-°/, (Kurve 12). Die ,,toxische’* Oxalsiurewirkung kommt 
. Ks nicht zum Ausdruck. Es ware interessant, festzustellen, ob Glyko- 
)xal-e [EF koll ein Antidot von Oxalséure ist. 
gene & 0,4°/, Citronensdure bewirkt erst nach einer Stunde eine Oxal- 
siurevermehrung von 240°/, (Fig. 3, Kurve 13). Buitersdure bedingt 
Oxa/saure 
4) — isc cies itciagbasiaaiaesataiior ata 
% | 
4000 & ; 
3800 | j 
3600 | | : z0 
3400 }- | | . 
3200 | : | 
3000+ =u Figuri | zu Figur2 | Zu Figur 3 ; 
2800 | 7 
2600 + | | ; 
2400 | | | 
2200 | , | J 
| 
2000 + | . 
7800 f+ | . 
| 
1600 }- | ! : 
1400 j Kurve: i Aurve: | Kurve: : 
r23a% 26 72 | 9 7077 72 | 37475 7677787 
| 
H 7 
| 
| ol 
y 
| | J 
rab I 
Vig. 4. Zu den Figuren 1—3 
Oxalsiurezunahme nach 2stundiger Leberdurchstromung 
it in der 1. Stunde eine Hrhéhung auf das 4fache, fiihrt dann aber 
| zur Konstanz bis zur 4. Stunde (Kurve 14). Ahnlich verhalt sich 
BE } - it ° 0 mo " ‘ 
i 04°/) Kreatinin: die anfangs deutliche Oxalsiurezunahme bis zur 
Q 


|. Stunde wird bei weiterer Durchblutung immer kleiner (Kurve 15). 
0.4°/, KXreatin fahrt erst nach der 2. Stunde zu einer kleinen Oxal- 
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sdurevermehrung (Kurve 16). Es scheint den Oxalsdurestoffwechse| 
nicht zu beeinflussen; denn derselbe Versuch mit einem weiterey 
Zusatz von 680 y-°/, Oxalsiure (Kurve 17) ergibt eine Kurve, die 
aihnlich den Oxalséurekurven 5 und 6 (ohne Kreatinzusatz) ver- 
lauft. Hingegen fihrt 0,4°/, Bernsteinséure (Kurve 18) nach 
1/, Stunde und 0,4°/, Glykolsdure (Kurve 19) von Beginn der 
Durchstr6mung an zu einer 26- bzw. 34fachen Oxalsiurevermel- 
rung. Diese wird noch um vieles iibertroffen, wenn zugleich mit 
(),4°/, Glykolsdure und 0,4°/, Glykokoll durchstrémt wird (Kurve 20), 
In diesem Falle steigt der Oxalsiurewert schon in der 1. Stunde 
um das 27fache auf 1910 y und nach 4 Stunden um das 80fache 
auf 5616 y Oxalsiure (Anfangswert = 350 y = 0,070 mg-°/, Oxal- 
sdure). 
Folgerungen und Ergebnis 

1. In der Leber findet keine Zerst6rung der Oxalsiure statt, 

2. Leber vermag im Gegenteil aus vielen Verbindungen mehr 
oder weniger leicht Oxalséiure zu bilden. ,,Beidseitig anoxydierte« 
,,C,er-Bruchstiicke“, z. B. Glykolsiure, Glyoxylséure sind wohl 
die unmittelbaren Vorstufen der Oxalsiure. Uberall wo solche ver- 
mehrt auftreten und nicht rasch genug wieder ausgeschieden oder 
weiterverbrannt bzw. umgewandelt werden, kann daraus Oxalsaure 
entstehen. Die Oxalsaéure wird regelmiSig gefunden, weil sie End- 
produkt ist und schwerldsliche Verbindungen gibt, die in kleinsten 
Mengen erfaBt werden. 

Es kann daher mit Sicherheit gesagt werden, daB die Oxal- 
sdure nicht aus einer einzigen, ganz bestimmten Vorstufe gebildet 
wird. Vielmehr kann Oxalséure aus den verschiedensten Verbin- 
dungen in mehr oder weniger grobem Umfange entstehen. Schon 
aus diesem Grunde kann die Oxalsiure sowohl aus dem KH- als auch 
aus dem Fett- oder EiweiBstoffwechsel hervorgehen. Es ist dabei 
wahrscheinlich, daB ein ganz bestimmter Stoffwechselvorgang (z. b. 
der KH-Abbau) iiber eine ganz bestimmte Zwischenstufe (z. B. Brenz- 
traubensiure oder Milchséure) oder in einer Nebenreaktion ent- 
stehende Verbindung (z. B. die Glykolsiure oder Glyoxylsaiure) den 
Hauptanteil aller endogen gebildeten Oxalsaure liefert. Dabet ist 
aber auch an gréBere, schon stark ,,anoxydierte“, reaktionsfahige 
Verbindungen zu denken, z. B. Vitamin C, vgl. II. Mitteilung’). 
AuBerdem scheinen bestimmte Verbindungen (z. B. das Glykokoll) 
gewisse Oxalsiurebildungsméglichkeiten noch in positivem oder 
negativem Sinne zu beeinflussen. Glykokoll kann vermehrte Oxal- 
sdure unter Umstinden auch wieder zum Verschwinden bringen. 
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Versuehsteil 


Die fiir die Durchblutungsversuche verwendeten Kaninchen wurden 
94 Stunden vor der Leberherausnahme‘*) zum letztenmal mit Runkeln und 
Heu gefiittert. Ihre Lebern wurden mit einem Gemisch von einem Teil art- 
eignem Blut und vier Teilen Tyrodelésung durchstrémt. Das Niichternblut 
der Kaninchen enthalt im Mittel 0,3—0,4 mg-°/, Oxalséure; die Durchstré- 
mungsfliissigkeit durchschnittlich 0,070 mg-°/,, was auch der Verdiinnung des 
Blutes entspricht. Da die Anfangswerte der Versuche Grenzkonzentrationen 
darstellen und an der Erfassungsgrenze der Methode liegen, wurde allen Be- 
rechnungen der theoretische Anfangswert von 0,070 mg-°/, Oxalséure zugrunde 
gelegt. Der Glucosegehalt der Durchstrémungsfliissigkeit wurde in den meisten 
Versuchen auf 0,1°/, Glucose gebracht. Dann sind die in den Tabellen an- 
vefihrten Verbindungen zuzesctzt worden. Zu Beginn der Versuche und 
nach 1/,, 1, 2 und 4 Stunden Durchstrémung wurden je 2mal 20 ccm Durch- 
stromungsfliissigkeit zur Oxalsiuredoppelbestimmung!?) entnommen. 

Nach AbschluB der Versuche wurde jeweils auch im durchstrémten Organ 
dic Oxalsturemenge ermittelt. Die Ergebnisse der Leberaufarbeitung kénnen 
jedoch gegeniiber den Oxalsiurewerten der Durchstrémungsfliissigkeit ver- 
nachlassigt werden. Die Werte betragen im Mittel von 20 Versuchen 0,2 
bis 0,38 mg-°/,. 

Fir alles Nahere vgl. FuBnote 4. Die in den Tabellen eingetragenen 
Werte sind Mittelwerte aus je 2 Oxalsiurebestimmungen der jeweiligen Durch- 
strémungsfliissigkeit. Bei der Auswertung der Versuche ist zu bedenken, daB 
die Versuche mit stark verdiinntem, defibriniertem Blut ausgefiihrt wurden. 


Zusammenfassung 

In Leberdurchstr6mungsversuchen wird festgestellt, da Ka- 
ninchenleber Oxalséiure nicht abzubauen vermag. Glucose, Citro- 
nensiure, Butterséure, Kreatinin bilden in maBigem Umfang, 
Kreatin fast gar keine, Glykolsiure, Bernsteinséure und Glykokoll 
aber betrachtliche Oxalsiuremengen. Zusitze gréBerer Mengen 
Oxalsiure scheinen den KH-Stoffwechsel zu st6éren. Es lassen sich 
dann noch gréBere Mengen Oxalséure nachweisen. Da sich in 
Gegenwart von Glykogen und Brenztraubensiure (in gréBeren 
Mengen) auch bei der Aufarbeitung der Versuche sekundar Oxal- 
siure bilden kann, bedarf die Auswertung eines Oxalsiurebefundes 
besonderer Vorsicht. Glykokoll scheint Oxalsiure bei der Leber- 
durchblutung sowohl bilden als auch ,,entgiften“ zu kénnen. 


Die Versuche muBten aus auBeren Griinden im September 1939 ab- 
yeschlossen werden. 


Der Stiftung fiir wissenschaftliche Forschung in Ziirich danke ich fir 
die groBziigige Unterstiitzung dieser Arbeit. 

Fraulein Heidi Steinhauser, die einen gro8en Teil der Oxalsaure- 
bestimmungen durchfiihrte und Herrn Karl Rietsche, der mir bei den 
Leberexstirpationen an die Hand ging, danke ich fiir ihre wertvolle Mithilte. 
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Zur Kenntnis der Fette aus Fettsiuren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 


(Zweite Mitteilung) 


Von 


H. Appel, G. Berger, H. Bohm, W. Keil und G. Schiller 


Mit 12 Figuren im Text und 6 auf Tafel VII 


(Aus dem Forschungslaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Ludwigshafen am Rhein) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1940) 


Vor kurzem konnten in einer vorlaufigen Mitteilung!) Keil, 
Appel und Berger den Nachweis erbringen, daB ein synthetisches 
Fett aus Fettsiiuren nur ungerader Kohlenstoffatomzahl im Tier- 
versuch sich wie ein natiirliches’), d.h. also ein Fett mit Fett- 
siuren nur gerader Kohlenstotfatomzahl verhalt. Inzwischen wurde 
nochmals eine gréBere Menge eines solchen ,ungeraden“ Fettes 
hergestellt und einer eingehenden Untersuchung unterzogen. Die 
Herstellung geschah wie friiher auf dem iiblichen Wege: 


Kokosfettsiuren Alkohole Bromide — Nitrile — Fettsiuren Glyceride. 


Kin Teil der erhaltenen Fettsiiuren wurde fraktioniert und 
so die Verteilung der einzelnen Fettsiuren bestimmt. Das er- 
haltene — im folgenden der Kiirze halber ,ungerades“ Kokosfett 
genannte — Glycerid aus unverzweigtkettigen gesiittigten Fett- 
siuren nur ungerader Kohlenstoffatomzahl unterscheidet sich von 
natiirlichem Kokosfett einmal durch die um je eine CH,-Gruppe 
verlingerten Fettsiiuren, zum auderen durch den Mangel an u- 
vesittigten Fettsiuren, da diese bei der Hydrierung in gesiittigt 
iiberfiihrt werden. Um nun bei unseren Tierversuchen auch 
diesen Unterschied noch auszumerzen, wurde als weiteres Ver- 
sleichsfett aus Kokosfettsiuren cin — im folgenden der Kiirze 


') Keil, Appel u. Berger, Diese Z. 257, I (1939). 

*) Inzwischen wurde von Jantzen und Witgert [Fette u. Seiten 
16, 563 (1939)) der Beweis erbracht, dab auch in natiirlichen Fetten kleinst 
Mengen Fettsiuren mit ungerader Kohlenstotfatomzahl vorkommen. 
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Fette aus Fettsiuren mit ungerader Kohlenstoftatomzahl 159 
halber ,,resynthetisiertes* Kokosfett genanntes — Glycerid her- 
gestellt, das nur aus geradkettigen gesiittigten Fettsiuren mit 
gerader Kohlenstoffatomzahl besteht. Etwaige Unterschiede zwischen 
diesen beiden Fetten kénnen also nur auf dem verschiedenen Auf- 
hau der Fettsiuren beruhen. 


Darstellung und Eigenschaften des ,,ungeraden‘** Kokosfettes 


In 10 kg Kokosfettalkohole (durch Hydrierung von Kokosfett ¢ewonnen) 
wurde bei 60—80° gasférmiger Bromwasserstoff (aus Br, und H,  iiber 
Pt-Asbest bei Rotglut) eingeleitet, bis die abziehenden Gase grobe Mengen 
Bromwasserstoff enthielten. Es wurden so etwa 4 ke Brom verbraucht bei 
einer Versuchsdauer yon 5 Stunden und einer Strémungse¢eschwindigkeit des 
Wasserstoffs von 200 Liter/Std. Das Bromid (13,3 kg) wurde neutral ge 
waschen. Der Bromgehalt betrug 27,6°),. 

Zur Uberfiihrung in das Nitril wurde das Bromid in 20 kg Alkohol 
velést und bei 70° unter kriiftigem Riihren stiindlich 200 g Natriumceyanid 


_mgegeben. Insgesamt wurden 6 kg Cyanid verbraucht. Es wurde im ganzen 


7) Stunden lang geriithrt. Eine ausgewaschene Probe des Nitrils zeigte 
53°, N und 0,96°/, Br. In die Masse lieben wir 15 kg 35°/,ige Natron 
lauge bei 80° in mehreren Portionen zuflieBen und verseiften so das Nitril. 
Die Verseifung ist nach 48 Stunden beendigt. Da eine Probe des Produktes 
noch 9°, Unverseifbares enthielt, wurde die geléste Seife mehrmals mit 
Benzin extrahiert. Durch Ansiinern wurden die Rohfettsiiuren erhalten 
(8,5 kg) und zur Reinigung im Vakuum iiberdestilliert (8 kg destillierte Siiure). 
Die Uberfiihrung der destillierten Siiuren in die Glyceride geschah durch 
Erhitzen mit Glycerin in Gegenwart von Zink als Katalysator unter Ab- 
destillieren des gebildeten Wassers. Das so erhaltene Fett wurde in der 
fiir Speisefette iiblichen Weise raffiniert. 

Das fertige ,ungerade“ Kokosfett bildet eine rein weiBe Fett- 
masse ohne Geschmack und Geruch. Es ist bei gewoéhnlicher 
Betrachtung von natiirlichem gereinigtem Kokosfett nicht zu 
unterscheiden. Auch der Geruch beim Braten von Fleisch oder 
Kartoffeln in diesem Fett ist der gleiche wie bei Kokosfett. Das 
hergestellte Praiparat hatte eine Siurezahl von 0,28, eine Ver- 
seifungszahl von 228 und enthielt etwa 0,7°/, Unverseifbares 
wohl Kokosfettalkohole). Der Steigschmelzpunkt lag bei 37,2°. 

Um die Kettenlinge der Fettsiuren zu ermitteln, wurde eine 
Probe der Fettsiiuren mit Methylalkohol verestert. Die Methylester 
wurden in einer gut wirksamen Laboratoriumskolonne destilliert. 
Die Kolonne besaB die Abmessungen der von Longenecker’?) 
beschriebenen Apparatur; jedoch war der Heizmantel abgeindert, 


_terner besaB die Kolonne regelbaren Riicklauf. 


') Longenecker, J. Soe. chem. Ind. 56, 199 T (1937). 
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200 g Methylester wurden bei etwa 0,2 mm Hg in 45 Fraktione 
(und Riickstand) zerlegt. Von jeder Fraktion wurde der Brechungsindex (nf 


und der Schmelzpunkt bestimmt. 


Ergebnisse sind in der Fig. 1 dargestellt. 
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Die Destillation dauerte 18 Stunden. [Dj 
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Daraus kann man die Zusammensetzung des 


Kokosfettes wie folgt ablesen: 
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< Uy, etwa 8¢ wr | — 
as isg= 6°), C,.H.,0, — 11° 1,4130 
Ges Sl g = 40"), C,,.H.,0, + 5,5° 1,4190 
Ges 42 ¢ =21°/, C,,.H,.0, 4+ 19° 1,4235 
Cus aU g =10°/, CigH..0. + 30° 1,4273 
(, u. Riickstand 28 @¢ =14°), Cog haeV + 39° 1,4308 


Der Destillationsriickstand enthielt im wesentlichen Nona- 
decansiiure. Die Reinheit der einzelnen Fraktionen ist aus der 


Schmelzpunktskurve und den Kennzahlen zu ersehen. Kingetragen 
‘sind die Schmelzintervalle und die Brechungsindices bei 6U° 
()-Linie). Zum Vergleich sind die Werte der reinen Methylester 
| oben angegeben. 


, kesynthetisiertes** Kokosfett 


Natiirliches Kokosfett wurde verseift, die Seife mit Siure 


wieder gespalten und die erhaltenen Kokosfettsiuren tiberdestilliert. 
In den Fettsiuren waren keine Sterine mehr nachzuweisen. Die 


| Fettsiituren wurden mit Glycerin und Zink — wie oben be- 
| schrieben — wieder verestert. Das fertige Glycerid wurde mit 


Nickel auf Kieselgur als Katalysator hydriert, bis die Jodzahl 
| 0,2 betrug, und das Fett wie iiblich raffiniert. 


Das ,,resynthetisierte* Kokosfett bildet eine rein weiBe Fett- 


/masse ohne Geruch oder Geschmack. Es enthilt noch etwa 
/0,25°/, Unverseifbares (wohl Kokosfettalkohole) und hat einen 
| Steigschmelzpunkt von 29,8° und eine Verseifungszahl von 259. 


Fiitterungsversuche an wachsenden Ratten 


Miinnliche zahme Ratten im Gewicht von etwa 50 g wurden mit einer 
ruttermisechung aus Casein, Reisstiirke, Cenovis-Vitaminhefe und vitamini- 


Fsiertem Fett (vgl. unten) unter Zusatz von Salzmischung und frischem Spinat 
| cetiittert. Um den Tieren das Auslesen der Futterbestandteile unméglich 
“machen, wurden Casein, Reisstiirke, Hefe und Salzmischung homogen 
-vermischt und mit dem geschmolzenen Fett sowie dem gemahlenen Spinat 
ingeteigt. Zur Homogenisierung war das Ganze nochmals durch die Fleisch- 
‘maschine gedreht worden. Man erhiilt auf diese Weise eine plastische, 
hellgriine Futtermasse, in der Einzelbestandteile kaum noch zu erkennen 
/sind. Dieses Gemenge wurde dann mittels einer Presse zu 10—15 em langen 
-nd 1,4 em diecken Stangen geformt. Zur Fiitterung kamen diese Stangen 
Pt das naehstehend abgebildete Futtergefiif, welehes das Verstreuen des 
Putters dureh die Tiere yerhinderte. Die Tiere selbst saBen einzeln in 
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GlasgefiBen (20 em Durchmesser und 20 em Héhe) auf einem weitmaschige) 
Drahtnetz tiber Siigespiinen. Das Drahtnetz verhinderte die bei Ratten « 
liistige Koprophagie. 


on Zur Fitterung wurde tiiglich frisches Futter uy 
Pe Rd & : : = i 
_ frisches Wasser gegeben. Die Futtermenge war so lhe 
| messen, daf die ‘Tiere immer einen Teil davon iibrigliefen, 


der fiir je 10 Tiere tiglich zuriickgewogen wurde. Einma| 
in der Woche wurden die Tiere gewogen. Die einzelney 
Mette wurden in drei Konzentrationen verabreicht und 2 
diesem Zweck Futtermischungen hergestellt, die berechne 
auf die Trockensubstanz rund 5, 10 und 20°/, Fett ent 
hielten. Wegen des wechselnden Wassergehaltes des Spinate; 
— ~  bezogen wir die Fettprozente auf Trockensubstanz. Soweit 
Ia der genaue Fettgehalt zur Berechnung der Resorption er. 
y y forderlich war, wurde er analytisch bestimmt. Die Zusammen 
setzung der einzelnen Futtermischungen war folgende: 














ig. 2 
5°, Fett 10°/, Fett 20°), Fett 
0 Ee ea ee ee ee eee 20 20 9) 
Reisstiirke ......... a6 51 4] 
Re ke ) 10 9) 
Cenovis-Vitamin-Hefe . . .. . 10 10 10 
Salzmischung')........ 4 4 
Somat Tesen") . «= ss + s > 50 50 50 


Das ,,ungerade“ und das ,,resynthetisierte’’ Kokosfett wurden vor dem 
Mischungsansatz noch vitaminisiert: in 500g Fett gaben wir 2,15 ccm 
Vogan und 5 ¢ Walnubol. 

Nach der yvorstehenden Futterzusammenstellung und den drei 
zu vergleichenden Fetten wurden nun folgende 9 Fiitterungs- 
eruppen mit je 30 Tieren zusammengestellt: 


l. ,.Resynthetisiertes“ Kokosfett. . ... 5%, 
2. desgl. iat Be wae 
3. dese. 7 ee 
4. ,,Ungerades“* Kokosfett. . << es» S See 
dD. desgl. y lke nee ce 
6. desgl. pe al a eee 
7. Natiirliches Kokosfett .. ...... 5°. 
8. dese. 5 dag: ode a ae. Hae 
9. desgl. oe eo «ae, Se 


Das Ergebnis der sich tiber 3 Monate erstreckenden Fiiit- 
terung zeigen die folgenden \Vachstumskurven Fig. 3—11. 


') Hubbel, Mendel u. Wakemann, J. Nutrit. (Am.) 14, 273 (1937). 
*) Spinat enthilt etwa 90°), Wasser 
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con Wie aus den Kurven eindeutig hervorgeht, besteht zwischen 
1s den 3 Fetten bei den verschiedenen Konzentrationen kein Unter- 
schied. Weiter ergibt sich aus den Kurven, daB es sich bei dem 
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verwendeten Rattenstamm um ein gut ausgewihiltes, schnell- 
wiichsiges Tiermaterial handelt, das bei der synthetischen Nah- 
: rung eine hervorragende Wuchsfreudigkeit zeigte. Die ‘Tiere 
 & selbst zeigten wiihrend des Versuchs keine krankhaften Erschei- 
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nungen. Die Zahl der im Versuch eingegangenen Tiere ware Kor 
gering; fiir die Beurteilung war sie bedeutungslos, da diese Rattey |B Skr 
alle zu Beginn des Versuches starben. Der Tod dieser Tier: reso 
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Fig. 6. ,,Ungerades‘‘ Kokosfett 5°/, 
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Fig. 7. .,Ungerades‘‘ Kokosfett 10 °/, 
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war wohl eine Folge der Futterumstellung und betraf alle 
Gruppen gleichstark. | Fet 
Da zwei unserer Versuchsgruppen nur mit villig gesiittigten JB 10° 
Fetten (,,resynthetisiertes“ bzw. ,ungerades“ Kokosfett) gefiittert 
wurden, war es interessant, die Kigenschaften des abgelagerten 
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ware Kérperfettes der Ratten kennenzulernen. Nach Versuchen von 

atte, | Skraup’), Striek u. Schorn werden gesittigte Fette wohl 
Tiere  resorbiert, aber im Organismus nur in Gegenwart ungesiittigter 
1€) ‘ g g 
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Fig.10. Natiirliches Kokosfett 10 °/, 
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Fig. 11. Natiirliches Kokosfett 20 °/, 





lle 

| | Fette verbrannt, wofiir diese Autoren die Anwesenheit von iiber 
Len 10°/, ungesattigter Fette fiir erforderlich halten. Bei unseren 
er ania 

en ') Diese Z. 259, 1 (1939). 
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Versuchen sind im ,resynthetisierten“ und ,ungeraden* Kokostet; 
bestimmt keine ungesittigten Fettsiuren vorhanden. Kleine 
Mengen ungesittigter Fettsiuren erhielten die Tiere aus den 
einzelnen Futterkomponenten (Casein 1,0°/,, Hefe 3°/,, Spinat 
0,1°/, Fett, Vogan und Walnu8dél). Daraus errechnet sich fiir 
die einzelnen Futtermischungen: 5°/, = 0,62 g, 10°/, = 0,69 g und 
20°/, = 0,83 g Fett aus den Futterkomponenten. Unter der An. 
nahme, daB diese Fette nun zur Hilfte aus ungesi&ttigten Fettey 
bestehen, ergibt sich, daB unsere Fette fir die 3 Futtermischungei 
3,0 3,3 und 2,0°), ungesittigter Anteile enthielten. Dabei ist 
die Annahme von 50°), ungesiittigtem Fett fiir das Caseinfett 
sicher sehr reichlich bemessen. 

Wenn nun die Anwesenheit von ungesiittigten Fettsiuren die 
von den genannten Autoren angenommene Rolle tatsichlich spielt, 
so miissen unsere Versuchstiere groBe Mengen von gesattigtem 
Depotfett abgelagert haben, das im Hungerstoffwechsel nicht 
mobilisiert werden kann [Schorn!)]. Wir haben deshalb die 
Halfte der Versuchstiere nach Abschlu8 der Fiitterung getétet 
und das abgelagerte Koérperfett bestimmt; die restlichen Tiere 
lieBen wir bis zum Tode hungern. Zur Fettbestimmung wurden 
die Tiere mit 5n KOH unter Stickstoff vollstindig aufgeschlossen 
und die Fettsiuren nach Kumagava u. Suto’) bestimmt. Die 
Petrolitherlésungen der Fettsiiuren wurden unter sauerstoftfreiem 
Stickstoff eingedampft. 

Tabelle 1 


Depotfett und dessen Jodzahlen nach Abschlub der Fiitterung 























Zahl | Tier- Fett- | Fett- 
Gor der | gewicht*) siuren | °?U7? om 
— le aiid . pro 100g} zah! 
liere g g Ratte 
|. | ,,Resynth.* Kokosfett 5°),] 14 3207 127 ,7 13,2 51S 
és desgl. 10°/, LS 3212 153,8 14,1 14,5 
De desgl. 2()°/,, 13 Si. 413,5 RR 34,6 
1. | ,, Ungerad.** Kokosfett 5°/,] 13 3043 152.5 14,9 19,2 
a. desgl. 10°, } 12 2828 280,4 9,9 13, 
6, desgl. 20°/,4 12 2715 320,5 11,8 35, 
‘. | Natiirliches Kokostett 5°), 13 3013 361,2 12,0 50,4 
8. dese. 10°/,7 14 3631] 161,] 12,7 14,6 
o. desg. 20°/,{ 13 3547 593,7 16,7 37,9 
*) Ohne Leber und Gehirn, die gesondert aufgearbeitet werden. 


} Inaug.-Dissert. Wiirzburg 1935. 
Biochem. Z. 8, 337 (1908). 
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Die Tabelle zeigt, dab bei allen Gruppen groBe Mengen 
Depotfett abgelagert wurden. Mit steigender Fettgabe fallt, wie zu 
erwarten war, die Jodzahl der Fettsiuren, doch ist sie. fiir alle 
3 Fette in den entsprechenden Gruppen gleich. Trotz der voll- 
kommen gesittigten Fette hilt sich die Jodzahl der Fettsiuren 


mmmer noch um 40. 
Labelle 2 


Depotfett und dessen Jodzahlen nach dem Hungern 























Zah!| Tier- Fett- Fett- |Jodzahl 
(sruppe der | cewicht*)|Siuren sete Ger 
Pees 5° pro 100g] Fett- 

liere y or Ratte siiuren 
Resynth.“ Kokosfett 5°, 1S 1903 16,2 0.85 107,9 
dese. 10°/,, 13 1796 LD] O85 93,9 
desgl. 20°), 14 1990 29.3 1.47 Qh. ] 
.Ungerad.* Kokosfett 5°), 14 1924 15.3 0.80 98.0) 
desgl. 10%/,| 13 1719 8,7 0,51 98.0 
desgl. 20%, | 15 1895 12,4 0,65 84.2 
(. | Natiirliches Kokosfett 5°), 15 L906 11,7 0.6] 80,3 
. desel. 10/,) 14 2122 | 21,2 1,00 82,4 
desgl. 209) | 14 2091 17,3 0,83 | 101.2 

a & Dd. 


Ks zeigt sich also, dab beim Hungern das gespeicherte 
Depotfett vollstindig verbrannt wird. Das noch verbleibende Fett 


der Tiere — in dem selbstverstindlich das gesamte Organfett 
igereichert ist — zeigt einen starken Anstieg der Jodzahl. 


Demnach miissen wir schlieBen, daB im Hungerzustand die ge- 
sittigten Fette wieder mobilisiert und abgebaut werden. 

Die beigefiigten Bilder (Tafel VII) zeigen fiir die Gruppen 
.resynthetisiertes“, .ungerades* und natiirliches Kokosfett 20°/, 
ie ein Tier im Normal- und Hungerzustand. (Fir die restlichen 
‘rruppen war das Bild das gleiche.) 


Resorption der Fette 

a) Resorption bei der Ratte 

Bei den im Fiitterungsversuch stehenden Ratten wurde die 

Resorption im Trockenkot bestimmt. Wir haben zur Verein- 

iachung und, um einen guten Mittelwert zu erhalten, 10 Tage 

lang den Kot von jeweils 10 Tieren zusammengefaft. Die Fett- 

bestimmung im Kot wurde auch hier nach Kumagava und Suto 

.. a. O.) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in der nachstehenden 
labelle zusammengestellt. 

12” 
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Tabelle 3 





7 r 

Futter Kot (trocken) 
A on | a : 

inte a 
om 2 © , = —— ee: | oe - 
oD o” ona ee a, DY o.).6|hU6m ~ ~ 

' ~ 
’ we SS = oo. ano a) = SG ~ 
(sruppe = a is = oN ® ~~ ae be 
asitws | Be sem | te te Bah : 
4 & ~~ oF ea ~~ —« —— a fo =| 7 
a = wel Yr Fes . _ oo “ 
~ —— - = —~ @) — + eR) oe 
— re ~ — r aa 
a 2° pad M a 2 faked a 
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1.| ,,Resynth.* Kokosfett 5°/,|1989| 3,84 | 76,4] 95,7 | 3,73 | 3,6 | 95, 
2. desgl. 10°/, | 1528) 7,57 | 115,71 107,1 | 3,90 | 4,2 1964 
3. desel. 20°/, | 1247 112,56 | 1566] 74,0/ 6,97 | 5,2 [962 
4.] ,,Ungerad.‘“‘ Kokosfett 5°/,/1998/] 3,85 76,9} 109,6 | 4,24 | 4,7 193 
D. desgl. 10°/, | 1616 | 6,80 | 109,9 | 104,5 | 5,03 | 5,3 [952 
6. desgl. 20°/, | 1392 | 13,02 | 181,2 } 81,4 |13,25 |10,8 | 940 
7.| Natiirliches Kokosfett 5°/,]1912| 4,03 77,1 1 100,7 | 3,39 | 3,4 195, 
8, dese. 10%, | 2071] 7,02 | 145,4] 117,5 | 3,42 | 4,0 | 97; 
9, desgl. 20°/, | 1457 | 12,93 | 188,4] 84,9 | 5,45 | 4,6 1 97¢ 





Die Tabelle zeigt, daB die Resorption fiir alle 3 Fette sich 
auf dem bei Nahrungsfetten iiblichen Prozentsatz bewegt. Sie 
steigt etwas in der Reihe ,,ungerades“ Kokosfett — ,,resyntheti- 
siertes Kokosfett — natiirliches Kokosfett. Doch sind die Unter- 
schiede geringfiigig; sie beruhen auf den Schmelzpunktsunter- 
schieden. Bekanntlich werden Fette mit hohem Schmelzpunkt 
schlechter resorbiert als Fette mit niederem Schmelzpunkt. 


b) Resorption beim Menschen. 


Um die bei Ratten gefundenen Werte fiir die Resorption der 
3 Fette am Menschen zu erhirten, wurden von uns selbst Ver- 
suche angestellt. Die beiden Versuchspersonen A. und Bo. erhielten 
eine Standardnahrung, bestehend aus Brot, Kartoffeln, gedimpftem 
Kabeljau, EiereiweiB, Spinat, Tomaten und Orangen. Als Getriink 
diente Magermilch. Zu dieser Kost wurden pro Tag 100 g Fett 
— auf 3 Mahlzeiten verteilt — aufgenommen. Jeder Versuch 
dauerte 4 Tage; in dieser Zeit wurde der ausgeschiedene Kot 
und Urin quantitativ gesammelt. Zur Kotabgrenzung wurden 
12 Stunden vor der ersten und 12 Stunden nach der letzten Mahl- 
zeit 2 Liter Magermilch unter Zusatz von etwas basischem Wismut- 
nitrat von jeder Versuchsperson getrunken. Der erhaltene, mais- 
kolbenférmige Milchkot, der durch da¢ gebildete Wismutsulfid 
grau angefarbt ist, liBt sich so gut ton dem helleren Versuchs- 
kot unterscheiden. Der ausgeschiedéne Kot wurde tiiglich 1m 
Vakuum iiber Schwefelsiure bei 60—70° getrocknet. Die Analyse 
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jes Kotes geschah nach der schon erwi&hnten Methode von 
i/kumagava und Suto. Die folgende Tabelle gibt eine Zusammen- 
stellung der Ergebnisse. 


‘Tabelle 4 

















Fett Kot (trocken) 
~~ = ae | w & = 
= os ea © = og qs 0 = 
' 3 2s > i 1 & Sai Getz = 
Vers- Bezeichnung se |° | BSI &e 1° bl eS Lea 
ae lea F Se S58 Sa] 3-5 S53 | aa les 
Pers, ces ettes 2s es *S 2 S . = oS 1 2re D 
= |8s ad ,\/3H/e>1] 2 
= 2 fe, ao | Of a 

g nee g i ied ae 
\. Resynth. Kokostett 100,6 | 93,2 | 373,47 179 10,1 18,1 [95,2 
Bo. desgl. 400,7 | 93,2 | 373,5 167 8,2 13,7 | 96,3 
\. Ungerad. Kokosfett | 406,49 91,7 372,7] 147 | 17,9 | 26,3 [93,0 
Bs desgl. 106,5 | 91,7  372,8] 154 | 13,2 | 20,3 1 94,6 
‘. Natiirliches Kokosfett | 408,1 | 93,4  381,2 | 138 8,0 | 11,0 | 97,1 
Bo. desgl. 396.8 | 93,4 370.6 L155 92 14,3 | 96,1 


Man sieht, daB auch beim Menschen die 3 Fette gut resor- 
yiert werden. Die geringen Unterschiede in der Resorption sind 
wie beim Rattenversuch schon erwihnt, eine Funktion des Schmelz- 
punktes. 
| Wihrend des Versuchs traten keinerlei Krankheitserschei- 

nungen bei den Versuchspersonen auf. Die iiblichen klinischen 
heaktionen auf pathologische Bestandteile im Harn waren negativ. 
\uf Ausscheidung kleiner Mengen Dicarbonsiiuren ist nicht unter- 
sucht worden }), 


Respiratorischer Quotient an Ratten 


in der vorliutigen Mitteilung wurde bereits gezeigt, dab bei 
Ratten der R.Q. durch ,,ungerades“* Kokosfett genau so gesenkt 
vird wie durch natiirliches Kokosfett. Diese Tatsache war ja 
auch nach den obigen Tierversuchen nicht anders zu erwarten. 
Skraup, Strieck und Schorn (a. a. O.) schreiben hingegen, dab 
| gesittigte Fette im tierischen Organismus (Hund) ohne Gegenwart 
ungesattigter Fette den R.Q. nicht senken, also nicht bzw. ver- 
langsamt verbrannt werden. Hierbei sollen ,ungerade* Fette noch 
‘angsamer verwertet werden als ,gerade“ Fette. Die Versuche 
ier Autoren mit ,ungeraden“ Fetten beschriinken sich auf chemisch 
remes Triundecylin. Wir fanden bei unserem ,,ungeraden* Fett, 


') Vel. dagegen die nachfolgende Arbeit von Emmerich und Nebe 
£ aC £ 
- dem Thomasschen Laboratorium. 

























170 H. Appel, G. Berger, H. Bihm, W. Keil und G. Schiller. 


das ja ein Glyceridgemisch der Fettsiiuren von C,— C,, darstellt, 
auch ohne Zusatz von ungesittigten Fetten die zu erwartende 
Senkung des R.Q. Wir haben aber auch reine Triglyceride sowie 
andere Fette in dieser Richtung noch gepriift. 


Zur Messung des R.Q. beniitzten wir den von Belak und Illényi' 
beschriebenen Apparat in vergréBerter Form und mit einigen Abiinderungen, 
Es konnten so 5-—6 Ratten gleichzeitig iiber viele Stunden in Versuch ce 
nommen werden. Die Tiere erhielten das zu priifende Fett im geschmolzeney 
Zustand mit der Schlundsonde (15 cem kg). Bei den hochschmelzenden Tri 
glyceriden wurden, um ein Erstarren des lettes im Verdauungstraktus 7) 
verhindern, 10°/, Paraffinum liquidum zugegeben. Der verwendete Respira 
tionsapparat geht aus der beigefiigten Fig. 12 hervor. Auf ein groBes, oben 





bbuUe 
183) 


Ba/(OH), 


: L i es : = 
a | ¢ | | 4 >—+4 T » 
+ Op | SSS 


und unten tubuliertes Glasgetib A (etwa 20 Liter Inhalt) mit plangeschliffenen 
Rand wird ein glockenférmiges Gefiib B als Deckel aufgesetzt. Durch de: 
Deckel fiihren 5 Bohrungen. Durch diese werden mit Gummistopfen ein 
Stockthermometer ('),, Grad Einteilung) 7’, ein Wassermanometer m und ein 
Bleikiihlschlange / mit Gcummistopfen luftdicht eingebaut. Durch die Mitt 
des Deckels B fiihrt durch den Apparat hindurch bis auf den Boden yon 4 
eine Riithrvorrichtung R, die am Deckel / mit einer Quecksilberdichtung ‘i? 
abgedichtet ist. In den unteren Teil des GrefiBes wird der Kiifig K/ fiir di 
Ratten, auf hohen FiiBen stehend, gestellt. Der obere Tubus des unteren 
Gefiibes A ist durch einen Glashahn /, mit einer groBen Flasche C (etwe 
) Liter Inhalt) verbunden. Auf dieser Flasche ( ist eine groBe Biirette / 


Biochem. Z. 281, 27 (1935). 
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(00 com) angebracht. Auferdem betinden sich noch die Glashiihne h, an 
Flasche C und h, an Gefi A zum Zu- bzw. Ablaufenlassen der Liésungen, 
und die Hihne h, an Gefi® B und h, an GefiB C zum Druckausgleich und 
zum Durehstrémen mit Sauerstoff. Die Flasche C ist mit Sauerstoff gefiillt. 
Die weitere Anordnung des Versuches kann nach Belak und I[llényi 
veschehen. 


Tabelle 5 





y 
R.Q. R.Q. 2 Stunden 
vor der Fettgabe | nach der Fettgabe 

Teameeeyum 2. 2k 5 ss Q.98 0.72 

0,88 0,74 
RRs) a Oe bee 4h oe 0.82 0.70 
Tritemecynn 6 wt 1.07 0.84 
TI ew 1,02 0,77 

0,79 0.68 
I, 0 2 he a ae 1,0] 0,68 

0.87 0.75 
Natiirliches Kokosfett . . . . 1,08 Q,77 

0,99 0.79 

0,93 0,79 
Paimikermfett ....i:i.s. 0.83 0.70 
.Ungerades‘‘ Kokosfett. . . . 0,99 0,80 

0,92 0.76 

0.96 O77 
I oe ee a We ef 0.83 0.70 
WS, Sk gra <a a “eee 1.03 O78 








Aus der T'abelle ist ersichtlich, daB der R.Q. bei Ratten 
nach gesittigten ,geraden“ oder ,,u ungeraden“ Fetten unter diesen 
bedingungen in zu erwartender Weise gesenkt wird. Auch 
Triolein, bei dem die obengenannten Autoren keine Senkung des 
R.Q. fanden, verhielt sich bei unseren Versuchen wie die 
iibrigen Fette. 


Untersuchung von Hundeharn 
nach Verfiitterung von .,ungeradem‘*‘ Kokosfett 


Nach Verkade!) tritt beim Menschen und in geringerem 
Grade auch beim Hund nach Verabfolgung von ‘'riglyceriden 
niederer Fettsiuren (C,—C,,) Diacidurie auf. Kr halt auf Grund 
seiner Versuche ein ,,ungerades“ Fett mit viel niederen Fettsiuren 
unter C,, fiir bedenklich bei Verabfolgung an den Diabetiker, da 


') Vel. Verkade. Fette u. Seifen, Heft 9, S. 521 (1939); daselbst auch 


iustiithrliche Literatur iiber iiltere Handélapriiparste gicsne cons Fette. 
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an Stelle der Ketonkérperacidosis eine Dicarbonsiiureacidosis tretey § I 
kénnte. Da nach seinen Versuchen Kokosfett keine Diacidurie! Fy ona 
bereitet, war bei unserem ,ungeraden“ Kokosfett eine erhdéhte F sitter 
Diacidurie nicht zu erwarten. Wir haben diese Frage am Hund 
folgendermaBen gepriift: Je zwei méglichst gleiche Hunde erhielten § 

iiber 3 Tage die gleiche Menge eines Futters aus magerem Pferde. f 
fleisch und gekochten Kartoffeln. Dazu erhielten sie pro Tag und F sure: 
Tier je 100g natiirliches bzw. ,,ungerades* Kokosfett. Der Urin F serad 
der Tiere wurde in der Versuchszeit quantitativ aufgefangen. Nach F gin G 
Ansauerung des Urins mit Schwefelsiiure (5°/,) wurde mit Ather Fahl 





im Extraktionsapparat 17 Stunden lang extrahiert. Der tiglich J 
erhaltene Atherextrakt wurde bei 100° getrocknet und gewogen. F pRatte 
In ihm sind unter anderem die gesamten Dicarbonsiuren vor- § 

4 _ 8 dener 
handen. Wir iiberzeugten uns mit anderen Fetten, da die Methode F Wacl 
hinreichend brauchbar ist. S cnche 

™ . F nach 
labelle 6 sleicl 
- —— = = Resol 
Atherriickstand j lare 
pro ey | com n/10-NaOH ff 
von je 3 Tagen 1 oyun 
Natiirliches Kokosfett . .. . . 0,55 11,2 
0,52 10,8 (Juot 
0.58 38,8 1 verac 
,»Ungerades“ Kokosfett. . . . . 0.56 12.0 : 
O47 5.7 
0,67 $2.4 ange: 
DIED, 9 nx. “sa Oa Wtintoe., Gee 0,38 26,7 r Kokc 
(0,44 28,3 
( a6 35.0 
Erdnub6él hvydriert, Schmelzp. 38° QO.47 31,0 . 
| 0,52 35,0 an di 
0,39 26,7 
Torolit, Schmelzp. 33° . . . . . 0,56 38,3 
(bydrierter Tran) 0,8] 46,7 
0.44 31,7 








Wie aus den Werten zu ersehen ist. diirfte kein Unterschied 
zwischen den beiden ,.Kokosfetten“ in dieser Richtung  be- 
stehen. 


‘') Inzwischen wurde yon dem einen von uns im Harn von Hunden 
nach Verfiitterung von Kokosfett kleine Mengen Sebacinsiiure und Kork- 
sdure aufgefunden. 
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Die Werte bestitigen weiter unsere iriihere Beobachtung, 
wonach das C:N-Verhaltnis!) im Urin von Ziegen nach Ver- 
fiitterung von ,uungeradem“ Kokosfett nicht verindert wird. 


Zusammenfassung 


1. Die Darstellung zweier gesittigter Fette aus Kokostett- 
siuren wird beschrieben, von denen das eine ein Glycerid aus 
geradkettigen Fettsiuren nur ungerader C-Atomzahl, das andere 
ein Glycerid aus geradkettigen Fettsiuren nur gerader C-Atom- 
zahl darstellt. 

2. Die beiden Fette wurden mit natiirlichem Kokosfett im 
Rattenfiitterungsversuch verglichen. Es zeigte sich bei verschie- 
denen Fettkonzentrationen (5, 10 und 20°/,) kein Unterschied im 
Wachstum und im Ansatz des Kérperfettes wihrend des Ver- 
suches sowie beim Abbau des Ké6rperfettes im Hungerzustand 
nach dem Versuch. Die Kérperfette der Ratten hatten bei den 
gleichen Fettgaben praktisch auch die gleiche Jodzahl. Die 
Resorption aller 3 Fette war gut, die geringen Unterschiede er- 
klaren sich durch die verschiedenen Schmelzpunkte. 

3. Die Resorption der 3 Fette beim Menschen zeigte keine 
grundsitzliche Abweichung von der des Rattenversuchs. 

4, Ks wurde der Nachweis erbracht, daB der respiratorische 
Quotient bei Ratten durch gesittigte Triglyceride von Fettsiuren 
yerader und ungerader C-Atomzahl gesenkt wird. 

3. Das gesattigte Glycerid aus geradkettigen Fettsiuren nur 
ungerader C-Atomzahl zeigte am Hund gegeniiber natiirlichem 
hokosfett keine gesteigerte Diacidurie. 


') Dies wurde seinerzeit auf Anraten von Prof. Thomas dem auch 
n dieser Stelle fiir viele Anregungen gedankt sei — ausgefiihrt. 
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Stoffwechselversuche mit natiirlichem Kokosfett 
und einem aus Kokosfett bereiteten Fett 
mit ungeradzahligen Fettsiuren 


Von 


Rolf Emmrich und Erich Nebe 


(Aus dem Physiolog.-chemischen Institut der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1940) 


Das natiirliche Kokosfett (K.F.) enthalt Fettsiuren mit ge- 
rader Kohlenstoffatomzahl und besteht nach Untersuchungen vor 


Taylor und Clarke?) aus 0,46°/, Capronsiure, 8,7°/, Capryl-§ 


siure, 5,6°/, Caprinsiure, 45°/, Laurinsiiure und 16,5—18° 
Myristinsaiure. Die restlichen Prozente entfallen auf noch héhere 
Fettsiuren. In jiingster Zeit fanden Jantzen und Witgert’ 
im natiirlichen Kokosfett auch geringe Mengen ungeradzahlige 
Fettsiuren, Nonansiure, Undekansiiure, Tridekansiiure. Diese 
stellen jedoch mengenmiBig nur etwa den tausendsten Teil der 
geradzahligen Fettsiuren dar und fallen bei unseren Versuchen 
nicht ins Gewicht. 

Aus dem natiirlichen Kokosfett wurde auf dem Wege: Fett- 
siuren — Alkohole — Bromide — Nitrile — Fettsiuren — Glyceride ei! 
Fett hergestellt, dessen Fettsiuren um je eine CH,-Gruppe ver- 
langert worden waren [Keil, Appel und Berger®)}. Von den Fett- 
siuren des auf diese Weise gewonnenen ,,ungeradzahligen Kokos- 
fettes“ entfallen auf die Nonansiiure weniger als 4°/,, Undekan- 
siure 7°/,, Tridekansiiure 40°/,, Pentadekansaéure 18°/,, Hepta- 
dekansiiture 10°/,, Nonadekansiiure und héhere ungeradzahlige 
Fettsiuren 15°/,*). 

Keil, Appel und Berger priiften dieses ungeradzahlige 
K\okosfett bereits an Ratten und Ziegenlammern. Nach Fiitterung 
dieses Fettes an Ziegenliimmer fanden sie den C: N-Quotienten 
im Harn nicht wesentlich verschieden von dem, den sie nac! 


*) Es wurde uns dankenswerterweise von der I. 4. Farbenindustrie A.-&. 
Ludwigshafen-Oppau zur Verfiigung gestellt. 
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Fiitterung geradzahligen Kokosfettes erhielten. Sie nahmen des- 
halb an, daB verfiittertes ungeradzahliges K.F’. auch nicht mehr 
Dicarbonsiuren bildet als das natiirliche K.F. 

Fette mit ungeradzahligen Fettsiituren sind unter den Namen 
Intarvin und Diafett bekannt geworden. Verkade und 
van der Lee*) wiesen im Intarvin vorwiegend héhere Fettsiuren, 
darunter aber einen groBen Teil geradzahliger normaler gesittigter 
Fettsiiuren nach. Diafett sollte nur Undekansiiure und Tridekan- 
siure enthalten. Hoesch®) und Uhlmann’), die das Diafett im 
Hinblick auf die Behandlung des Diabetes untersuchten, fanden 
keine Dicarbonsiuren im Harn, wohl aber bisweilen einen hohen 
NH,-Gehalt. Hoesch sagt allerdings, dai Versuche am Hunde 
ergaben, dab nur Spuren der Substanz im Harn erscheinen ... 
Mit Recht fragt Verkade, ob es sich dabei nicht um Undekandi- 
siure gehandelt habe. 

Nach Flaschentriger und Bernhard‘) und Verkade 
wirken beim Hunde Fettsiuren mit der Kettenliinge C,—C,,, nach 
Verkade und Mitarbeitern*) beim Menschen solche von C,—C,, 
diacidogen, d. h. verursachen Ausscheidungen von Dicarbonsiuren 
in den Harn. Wir interessierten uns nun fiir die Frage, was er- 
scheint nach Fiitterung eines Fettes im Harn, das ausschlieBlich 
ungeradzahlige Fettsiuren enthalt, das neben Fettsiuren von C, und 
und C,,, die im ungeradzabligen K.F. nur in geringer Menge vor- 
handen sind (etwa 11°/,), vor allem noch viel von den héher- 
molekularen ungeradzahligen Fettsiuren enthilt. 

Wir priiften das ungeradzahlige und zum Vergleich dazu 
das natiirliche geradzahlige K.F. in Fiitterungsversuchen am Hunde 
und auch am Menschen. [a anzunehmen war, dafi immer nur 
kleine Mengen von Dicarbonsiuren in den Harn ausgeschieden 
werden kénnten, verfiitterten wir grofe Fettmengen. Es gelang 
uns auch, die Toleranzgrenze des Korpers in allen Fillen zu 
iberschreiten und im Harn Dicarbonsiuren aufzuiinden. 

Im Laboratorium Verkades aB van der Lee, der stark zu 
Diacidurie neigte, innerhalb von 8 Stunden 175 g_ natiirliches 
veradzahliges K.F. In dem in diesem Versuche gewonnenen Harn 
konnte Verkade und van der Lee‘) keine durch w-Oxydation ent- 
standenen Dicarbonsiiuren nachweisen. Wieviel K.F. dabei resorbiert 
worden war, gibt Verkade nicht an. Wahrscheinlich wurde die 
Toleranzgrenze des Kérpers fir die diacidogenen Fettsiuren nicht 
erreicht. Wir haben dagegen die Toleranzgrenze in unseren Ver- 
suchen mit natiirlichem K.F. iiberschritten und infolgedessen eine 
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Ausscheidung von Dicarbonsiiuren in den Harn erhalten. Den 
es erscheint méglich, daB Caprinsdiure, die zu 5,6°/, im KF 


vorkommt und zu Diacidurie fihrt, bei geniigend groBem Umsat§ 
eines solchen Fettes im Stoffwechsel eine Ausscheidung you 


Dicarbonsauren ergibt. 


Versuche mit geradzahligem und ungeradzahligem Kokosfett am Huni 


Versuch 1. Hund ,,L“, 16,85 kg, 9, erhielt am 1. Tage des Versuche; 


50 ¢ ungerades Kokosfett und 250¢ gehacktes Pferdefleisch, am 2. Tage 


70g und 250¢ Fleisch. 70g Fett vertrug der Hund nicht. Es wurden dahe; 
anschlieBend 4 Tage lang tiglich nur 50g ungeradzahliges K.F. zusamme: 
mit je 250 g gehacktem Pferdefleisch gefiittert. 

Versuch 2. Hund ,,St“, 17,4 kg, &, erhielt am 1. Tage des Versuche: 
50 g natiirliches Kokosfett und 250 g¢ gehacktes Pferdefleisch, am 2. Tage 
70g und ebensoviel Fleisch und dann 4 Tage lang je 50 ¢ und diesell 
Fleischmenge wie bisher. 

Die Aufarbeitung des Kotes erfolgte nach den Angaben von Kuma. 
gawa und Suto’) Aus Zusammenstellung 1 geht hervor, dab beide Fette 
gut resorbiert worden waren. 


Zusammenstellung 1 























Vertiitterte Fettsiiuren} Entspr. Resorbierte 
Vers.}| Fettart Menge |g/kg/Tag| im Kot Fett im Kot Mengen 
in ¢g in ¢g in g jin °/,| in g |in® 
] Ung. K.F. | (320) 306*) (3,61) 3,03 9,06 9,47 | 2,96 | 296,94 | 97,04 
2 | Ger. K.F. | 320 3,06 19,54 20,44 | 6,39 | 300,46 | 93,89 


|. der vertiitterten 70 ¢ = 14 ¢ abgezogen (wurde erbrochen). 


Die Harne des nach Beendigung des Versuches folgenden Tages wurdeu 
jeweils mit denen der Versuchstage vereinigt. Bei der Aufarbeitung de: 
Hundeharne wurde im wesentlichen so verfahren wie bei der Harnaut 
arbeitung der weiter unten beschriebenen Menschenversuche (vgl. Versuch ° 
bis 5). Bei Versuch 1 (mit ungeradzahligem K.F.) wurden erhalten: 

Unverseifbares insgesamt....... 0,06 g schmieriger Riickstand 
Aus den Destillaten nach Ansiuren 
mit HCl und Ausiithern insgesamt . 0,38 g gelblicher, éliger Riickstand 


Atherriickstand Oe a a 141g olig 
Atherslemstenad TT ........... . 0,36 g Glig. 


Da aus beiden Atherriickstiinden zuniichst keine Krystalle erhalten 
werden konnten, wurden diese vereinigt und daraus die Kupfersalze dar- 
gestellt. Dann wurden die Siuren zuriickgewonnen: 

\: aus in Wasser schwer lésl. Cu-Salzen itherlés]. Siiureriickst. 0,33 ¢ 
ee ce a - leicht —,, a ” “ 0,54 ¢g 
0,87 ¢ 
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Trotz wiederholter Krystallisationsversuche blieben A und 5 vorerst 
élig. Sie wurden dann in der Kilte mit Tetrachlorkohlenstoff ausgezogen, 
wobei sich der gréBte Teil der Ole liste. Die in CCl, unléslichen Schmieren 
wurden mit warmem Benzol ausgeschiittelt; auch darin war wieder ein Teil 
lislich. Aber weder aus den verbliebenen Resten, noch aus den Benzol- 
ausziigen krystallisierte etwas aus; nur der Tetrachlorkohlenstoffauszug 
aus B ergab nach Abdunsten des Liésungsmittels neben Ol wenige Krystalle. 
Sie wurden auf Ton abgetrennt: 3,5 mg, Schmelzp. 98—105°. Nach Um- 
krystallisieren aus Wasser betrug der Schmelzp. 100—105°, Der Mischschmelz- 
punkt mit Azelainsiiure vom Schmelzp. 104—105,5° ergab 100,5-—105". 


Versuch 2 (mit natiirlichem K.F.) ergab 
Unverseif bares insgesamt. . . . . U,1lS¢ 
Atherriickstand I. ........ 0,642 
Atherriickstand II... ..... . 0,45¢. 


Aus den vereinigten Atherriickstiinden I und IL konnte durch Be- 
handlung mit siedendem Tetrachlorkohlenstoff und anschliebend mit heibem 
Benzol 0,15 g gereinigtes Rohprodukt (Ol + Krystalle) erhalten werden. Der 
merst mit CCl, gewonnene Anteil wurde aus Benzol umkrystallisiert und 
schmolz bei 125—129°. 

3,982 mg Subst.: 8,22 mg CO,, 2,790 mg HO. 


Fiir C,H,,0, Ber. C 55,15 H §,11] ° 
C,H, .0, » 99:09, 36 ,, 8,95 
Gef. .. 56,30 7.84. 


29 


Sie zeigt, dab wahrscheinlich ein Gemisch von Korksiiure und Sebacin- 


siiure vorlag. Nach Umkrystallisieren aus Wasser schmnolz die Substanz bei 


130-—-136°. Jedoch geniigte diese Menge nicht mehr zu weiteren Unter- 
suchungen. Aus den Mutterlaugen konnten keine festen Fraktionen mehr 
erhalten werden. 


Versuche mit geradzahligem und ungeradzahligem Kokosfett 
am Menschen 


Versuch 3. ,,Th“, 86,5 kg, #, aB 3 Tage lang tiiglich 200 g ungerad- 
zahliges K.F. mit 50 @ Olivenél. (Da ungeradzahliges K.F’. etwas hoéher 


'schmilzt als natiirliches K.F., wurde es mit Oliven6l verschnitten und konnte 
|} dadurch besser gegessen und resorbierbar gemacht werden.) Die Kost be- 


stand auBerdem aus gekochten Haferflocken, wenig Salz oder wenig Zucker 


wid Zimt, Tee und einigen Kognaks. Der Kot wurde mit Milch und Kiise 


abgegrenzt. Die Harnmenge der 3 Versuchstage betrug 8000 ccm. Nach Be- 


/endigung des Versuches wurde noch der Harn der folgenden 22 Stunden 


gesammelt: 3500 cem. 
Die Aufarbeitung des Kotes erfolgte wieder wie oben angegeben. 
Dabei zeigte sich, dafi die Resorption des ungeradzahligen K.F. bei ,,Th‘ 


erheblich besser vor sich gegangen war als bei ,,E“ (Versuch 4). 


Versuch 4. ,,E“, 82,5 kg, ¢, aB in 3 Tagen 600 ¢ ungeradzahliges K.F. 
wid dazu eine kohlenhydratreiche und eiweiBarme Kost. In den 3 Tagen 


_ hatte ,,E“ Durchfall, wohl infolge der plétzlichen Nahrungsumstellung und 
des anfangs genossenen Obstes. 
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Zusammenstellung 2 
Verfiitterte Fettsiiuren}| Entspr. | Resorbierte 
Vers.) Fettart [Menge Fett] ¢/kg/Tag] im Kot [Fett im Kot} Mengen 
in ¢ in ¢ ing in %} ing | in 
Ung. K.F.]} 600 750 2,31] 5 v9 67,59 71,11, 9,51678,89 | 90; 
Olivendl 1bOf *' 0,58/~" ° 
Une. K.F.] 600 2,42 203,80 213,20) 35,5 1 386,80 | 64; 




















Wahrscheinlich war ein betriichtlicher Teil des Fettes nicht resorbien = 


worden. Die Aufarbeitung des Kotes bestiitigte unsere Annahme (vgl. Zu 


sammenstellung 2). 
Versuch 5. In einem zu Versuch 4 gleichlaufenden Versuche ab ,N: 


te 


nur geringen Durchtall. Der Kot wurde nicht gesammelt. 


Der gesamte iiber Kieselgur filtrierte Harn des Versuches } 


wurde auf dem Wasserbad schwach sodaalkalisch auf 400 ccn§ 


eingeengt und nach dem Ansiuern mit HCl 6mal mit je 600 ccm 


Ather ausgeschiittelt. Von den vereinigten Atherausziigen wurde 


der Ather verdampft; der schmierige Riickstand, der scho 
einige Krystalle enthielt, wurde mit 150 ccm 2n-NaOH 3 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Nach dem Abkiihlen und Ansiuern mit 
H,SO, wurde tiberhitzter Wasserdampf eingeleitet, bis das Destillat 
neutral iiberging. 

Der Destillationsriickstand wurde mit Kaliumbicarbonat alka- 
lisch gemacht und das Unverseifbare mit Ather abgetrennt. Nacl 


Harn wurde im Extraktionsapparat erschépfend mit Ather aus 
gezogen und der Atherriickstand wie oben aufgearbeitet. Ather- 
riickstand II 0,49 g. 

Die Destillate der Wasserdampfdestillationen wurden ver- 
einigt. Die aus den Destillaten dargestellten Bleisalze ergabe: 


kein in siedendem Wasser schwer lésliches Bleipropionat. Naclf 


Zerlegen der Bleisalze mit H,S wurden mit Ather 0,26 g Siuren 
zuriickgewonnen, aus denen Benzoesiiure auskrystallisierte. 


Das Unverseif bare ergab insgesamt . . . O,1l7 ¢ 
Der Petrolitherriickstand . . .. . . . 006 ¢ 


Erst nach tagelangem Stehen im Hisschrank bildeten sich 
Atherriickstand I Krystalle. Sie wurden auf Ton von der schmierige! 
Mutterlauge abgetrennt. Erste Rohausbeute: 181,2 mg. Sie wurdet 
in Wasser gelést. Da sie aber nicht wieder auskrystallisierten, 


‘7 kg, ot, 600 g& natiirliches Kokosfett mit derselben Kost wie ,,E“. ,,.N“ hatte 
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mubte zur Trockne eingeengt und aus Benzol umkrystallisiert 
werden: 117,8mg vom Schmelzp. 96-—98°. 

1,156 mg Subst.: 7,980 mg CO,, 2,780 mg H,O. 

Fiir C,H,,0, Ber. C 52,47 H 7,57 Gef. C 52,37 H 7,48. 

Nach Umkrystallisieren aus Essigester und Petrolither betrug 
der Schmelzp.: 97 —99,5°. Der Mischschmelzpunkt mit Pimelin- 
siure vom Schmelzp. 102—103° ergab 101,5—103°. 

Aus der Benzolmutterlauge erhielten wir eine weitere krystalli- 
sierte Substanz. Nach Umkrystallisieren aus Essigester und Petrol- 
ither und anschlieBend aus Benzol wurden 8,1 mg fester Substanz 
cewonnen. Schmelzp. 78—s81°. 

3,996 mg Subst.: 7,870 mg CO,, 2, 

Fir C,H,,0, Ber. C 52,47 H 7,57 Gef. C 53,70 H 7,95. 

Vermutlich handelte es sich hier um eine Mischtraktion von 
Pimelinsture und Azelainsiure. Fiir die ‘Trennung dieses Ge- 
misches war die Menge zu gering. 

Aus dem Ton (vgl. oben) wurde die Mutterlauge wieder mit 
Ather herausgelést. Sie ergab einen nicht krystallisierenden 


-schmierigen Riickstand. Erst nach mehrmaligem Ausziehen mit 


Benzol und AbgieBen von abgeschiedenen Schmieren konnte eine 


weitere feste Fraktion gewonnen werden. Roh 59,8 mg, die zum 
'Teil noch schmierig waren, nach Umkrystallisieren aus Benzol 


| 27,4mg vom Schmelzp. 88—92°. Diese 27,4 mg wurden in wenig 
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| Wasser gelést und die zuerst ausgefallenen Krystalle abfiltriert, 
_getrocknet: Ll mg vom Schmelzp. 103°. Der Mischschmelzpunkt mit 


Azelainsiure vom Schmelzp. 104,5—105,5° ergab 104,5 —105,5° 
Mit Pimelinsiiure ergab er eine Depression.) Aus dem Filtrat 


wurden nach EKinengen 19,6 mg erhalten; ihr Schmelzpunkt betrug 


‘3--94°, ihr Mischschmelzpunkt mit Pimelinsiiure 97-——100°. 
1,204 mg Subst.: 8,08 mg CO,, 2,840 mg H,O. 
ir C,H,,0, Ber. C 52,47 H 7,56 Gef. C 52,42 4H 7,56. 


Aus dem Atherriickstand I! lieB sich keine krystallisierte Sub- 


| Stanz gewinnen. 


Zusammengetabt: Rohausbeute . . . . .  241,0 mg 
Nach der Trennung. . 137 Pimelinsiiure 

10mg Azelainsiiure 

8,1 mg Mischfraktion. 


Die Aufarbeitung des Harnes ,,E“ (Versuch 4) ergab insgesamt 


}een Atherriickstand von 2,33g. Durch vorsichtige Behandlung 
jit wenig Ather wurde ein Teil brauner Schmieren weggelist 


und abgegossen. Nach Lésen des Riickstandes mit 5ccm konz. 
SO, konnten durch 3 stiindiges Erhitzen auf dem Wasserbade 
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erhebliche Mengen der noch verbliebenen Schmieren zerstért werde: 


(Blindversuche hatten gezeigt, dai die in Frage kommende| 


Dicarbonsiiuren durch konz. H,SO, beim Erwirmen auf dey 
Wasserbade nicht angegriffen werden). Die schwefelsaure Lisun: 
wurde mit destilliertem Wasser verdiinnt und mehrfach mit Athe; 
ausgeschiittelt. Es blieben 0,25 g Atherriickstand, aus dem ein Tei 
auskrystallisierte. Bei vorsichtiger und wiederholter Behandlun 
mit Chloroform wurden daraus 98 mg fester Substanz vom Schmelz. 
punkt 90° gewonnen. Durch Umkrystallisieren aus Benzol er. 
hielten wir schlieBlich 30 mg vom Schmelzp. 96° und nach noch. 
maligem Umkrystallisieren 20mg vom Schmelzp. 100°. 

1,325 mg Subst.: 8,130 mg CO,, 2,52 mg H,O. 

Fir C,H,,0, Ber. C 52,47 H7,56 Gef. ©5236 H 7,45. 
Der Mischschmelzpunkt mit Pimelinsaiure ergab 101—102° 


Andere Dicarbonsiuren konnten aus den Mutterlaugen nicht isolier} 


werden. 
Der Harn der Versuchsperson ,,.N“ wurde wie angegeben aui. 
gearbeitet und ergab: 


Atherriickstand Liscais . iia 
Atherriickstand II . cso a Sa 


Beide Riickstiinde wurden mit je 5 ccm konz. H,SO, 5 Stundenf 
auf dem Wasserbade erhitzt. Durch 6 maliges Ausschiitteln mif 


Ather lieBen sich daraus 0,48 ¢ bzw. 0,20g Riickstand gewinnen 
Nach ihrer Vereinigung und Fillung mit Bleiacetat wurden au: 


den in Wasser leicht léslichen Bleisalzen 0,48 g schmieriger, nich 
krystallisierender und aus den schwer loslichen Bleisalzen 0,139 :§ 


fester Siuren erhalten. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus Wasser 


wurden aus letzteren 50mg vom Schmelzp. 125—127° gewonnen§ 


1.136 mg Subst.: 8,985 mg GO,, 3,330 mg H,0. 
Fiir C,,H,,O, Ber. © 5936 H898  Gef. © 59,24  H 9,01. 








7. Y > 2 2 - 
Versuchs- f ns J oor 
: ’ iitterte 1m verte — 
Vers.) Fettart | personen und |, g kg/Tag }, lm Harn gefunit 
sem Mengen © |Mengen 
Pere in g in °/, 
Ger. K.F. | Hund .,S* 320) 3.06 93,9 | Wenige mg KKorksi 
(+ Sebacinsaure: 
Ung. K.F.] Hund ,,L* 320 3,16 97,0 3,5 mg Azelainsall 
Ung. KP. HN vponcch The 89%l cso} 23215 99] 90:5 | 187.0 mg Pimelinsia 
= me i NSE 2 a r oe DP ect = we 
Olivend] 150f ‘ O58f 1,0 mg Azelainsil 
8,1 mg Mischtraxt 
Ung. K.F.]| Mensch ,,E* | 600 2,42 64,5 98,0 mg Pimelins 
Ger. K.P. | Mensch ,,.N* ] 600 2,59 50.0 mg Sebacins 


Zusammenstellung 3 
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Der Mischschmelzpunkt mit Sebacinsiure ergab 130°. 
Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in Zusammeu- 
stellung 3 iibersichtlich aufgefihrt. 


SchluBbemerkungen 

Der Hund neigt nicht sehr zu Diacidurie; Tricaprylin wirkt 
beim Hund noch am meisten diacidogen. Wir tanden dementspre- 
chend im Harn auch Korksaure, die als Mischfraktion wahrschein- 
lich noch sehr wenig Sebacinsiure enthielt. Nach Fiitterung des 
ungeradzahligen Kokosfettes an den Hund konnte im Harn nur 
wenig Azelainsiure gefunden werden. 

Beim Menschen sind Tritaprylin schwach und Trinonylin 
ziemlich schwach diacidogen, Tricaprin und Triundecylin hingegen 
stark. Da wir geniigend grobe Mengen natiirlichen Kokosfettes 
vertiitterten, gelang es uns auch, im Harn des Menschen Sebacin- 
siure aufzufinden. Das ungeradzahlige K.F. lieferte im Harn 


Pimelinsture und nur sehr wenig Azelainsiure. Das deckt sich 


mit den Angaben von Verkade und van der Lee!?®), die nach 
Fiitterung von Triundecylin im Harn mehr Pimelinsaure als 
Azvelainsiure fanden. Nach Fiitterung von T'ricaprin wird ebenso 
mehr Adipinsiure als Korksaiure erhalten. Wur isolierten nur 
Sebacinsiure, médchten aber die Anwesenheit von Adipinsdure 
und Korkséiure in dem verhiltnismiBig groBen nicht krystallisierten 
Rest auch annehmen. 

Die méglichen Abbauwege der héheren geradzahligen und 
ungeradzahligen Fettsiuren sollen hier nur kurz angedeutet werden; 
denn unseres Erachtens sind auf diesem Gebiete weitere Unter- 
suchungen nétig, um viele noch offene Fragen kliren zu kénnen. 
Die unilaterale 2-Oxydation stellt ein wichtiges Abbauprinzip der 
Fettsiuren im Kérper dar. Sie wurde zuerst von Knoop?) an 
phenylsubstituierten Fettsiuren aufgefunden. Flaschentrager 
und Mitarbeiter!*) wiesen sie an Fettsiiuren nach, die eine end- 
stindige Benzolsulfo-methyl-amino-gruppe enthielten. Bern- 
hard) bestiitigte sie an w-cyclohexylsubstituierten Fettsiuren. 
Kin anderer Abbauweg, die von Verkade!) aufgefundene w-Oxy- 


al | dation und darauf folgende bilaterale S-Oxydation, ist allein fiir 
siiure 


ainsii™e Clejenigen normalen gesiittigten Fettsiuren bewiesen, die in einem 


bestimmten Bereiche Diacidurie verursachen. 

Aus unseren Versuchen mit Kokosfett geht hervor, daB erst 
dann eine Diacidurie auftritt; wenn geniigend grobe Mengen 
diacidogener Fettsiuren (z. B. im Tricaprin) verfiittert und resor- 
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biert wurden, d. h. wenn die Toleranz des Korpers iberschritte 


wurde. Das trifft sowohl fiir das geradzahlige natiirliche wie fi 
das ungeradzahlige Kokosfett zu. Im Zusammenhange damni 
xonnten wir zeigen, dab groBe Mengen hoherer (iiber C,,) ungerad. 
zahliger normaler gesittigter Hettsiuren ebensowenig diacidogey 


wirken wie héhere geradzablige. 


Wir nehmen an, daf die héheren geradzahligen und ungerai. 
? 5 co} od 
zahligen normalen gesittigten Fettsiuren, wenn sie bei ihre 


Abbau den Bereich der diacidogenen Fettsduren durchlaufen, nu 


zu einem ganz geringen Anteil w-oxydiert werden. bei unsere, 
groBen Belastungen des Kérpers mit Fett miiBten sonst wohl mel: 

Dicarbonsiuren im Harn erscheinen, und es miBten bei maximale:| 
Belastungen des Stoffwechsels mit natiirlichen Fetten (die keine 
Hettsiuren des diacidogenen Bereiches enthalten) tiberhaupt einmal 


Dicarbonsiuren gefunden worden sein. 
Uber die im Stoffwechsel beim Abbau des ungeradzahlige: 


Kokosfettes entstehenden letzten Abbauprodukte ist nichts bekannt.} 


Wir selbst haben nach Propionsiure gefahndet, konnten sie abe 
im Harn nicht auffinden, weder in unseren Versuchen mit un- 
geradzahligem K.F., noch nach Fiitterung von Propionséure a 
einen Hund. Wir fiitterten einem Hunde 30g Natriumpropionat, 


sammelten den Harn, sauerten ihn mit Phosphorsiure an und 


leiteten iiberhitzten W ‘asserdampf ein. In dem Destillat war kei 
heiBem Wasser schwer lésliches Bleipropionat vorhanden. 
Nach unseren Versuchen fiihrt das ungeradzahlige Kokosfeti 


nur nach sehr groBen Fettmahlzeiten zu geringer Diacidurie, etwa f 


in gleichem MaBe wie nach ebenso reichlichem GenuB des _natiu- 


lichen Kokosfettes. 
Schrifttum 


|. Taylor u. Clarke, J. Amer. Chem. Soc. 49, 2829 (1927). 

2. “ Jantzen, u. H. Witgert, Fette u. Seifen 46. Jahrg. Heft 9, 563 (193! 

3. . Keil, H. Appel u. G. Berger, Diese Z. 257, I (1939). 

1, P E. Verkade u. J. van der Lee, Diese Z. 225, 231 (1934). 

5. Hoesch, Dtsch. Arch. klin. Med. 160, 129 (1928). 

6. Uhlmann, Dtsch. Arch. klin. Med. 161, 165 (1928). 

’. B. Flaschentriger u. K. Bernhard, Diese Z. 238, 221 (1927). 

8. P. E. Verkade, J. van der Lee u. E. van Alphen, Diese Z, 247, 11! 
(1937). 

4. Kumagawa u. Suto, Biochem. Z. §, 212 (1908). 

0. P. E. Verkade u. J. van der Lee, Diese Z. 227, 213 (1934). 

l. F. Knoop, Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1905). 

2. B. Flaschentriiger u. Mitarbeiter, Diese Z. 159, 258 ff. 
245 ff. (1930). 

13. K. Bernhard, Diese Z. 256, 49 (1938). 


(1926); 192, 


521 (1939). 


14. P. E. Verkade, Fette u. Seifen, 46. Jahrg. Heft 9, 52 











1ritte 
1e fii: 


damit} 


cera. 
dogen 


sera: 
ihrer 
n, nu 
1serel 
meh 
malen 
keine 
inmal 


iliger 
cannt, § 
abel 
t un- 
"eal 
lonat, 
und § 
kein f 
. 
osfett F 





etwa 
ati: 


1434 


192. 












































Stoffwechselversuche 
mit héheren geradzahligen gesattigten Dicarbonsduren 
Yon 


Rolf Emmrich und Hse Emmrich-Glaser 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1940) 


Verkade und Mitarbeiter’) fanden, dafi die Natriumsalze 
wormaler gesittigter Dicarbonsiuren, die sie unter gleichen Be- 
lingungen an Hunde verfiitterten, beim Ansteigen in der homologen 
Reihe in abnehmendem Mae zur Ausscheidung von Dicarbon- 
siuren im Harn fihren. Durch weitere Versuche, bei denen sie 
die Natriumsalze der Dicarbonsiiuren Hunden subcutan einspritzten, 
hestiitigten sie diese Befunde?). 

Die normalen gesiittigten Dicarbonsiuren bis C,, sind von 
verschiedenen Forschern in zahlreichen Stoffwechselversuchen an 
Tieren und Menschen gepriift worden. Von Dicarbonsiuren mit 
langerer Kohlenstoffkette als C,, hat Verkade die Brassylsiure 
C,,) und die Tetradecandicarbonsaure (C,,) untersucht. Er fand 
nach Fiitterung von Brassylsiiure an Hunde im Harn nur sehr 
wenig von dieser Siiure wieder, nach Fiitterung von Tetradecan- 
dicarbonsiiure iiberhaupt nichts von der verabreichten Substanz. 
An Abbauprodukten, die durch f-Oxydation entstanden waren, 
erhielt er bei seinen Versuchen mit Brassylsiure im Harn wenig 
Dicarbonsiuren mit der Kettenliinge C,,, C, und C,, bei seinen 
Versuchen mit Tetradekandicarbonsiure in geringer Menge Dicarbon- 
siuren mit der Kohlenstoffzahl C,,, C, und C,. 

Um iiber das Verhalten héherer Dicarbonsiiuren im Stoff- 
wechsel mehr zu erfahren und vor allem die Mengen an schwer 
verbrennlichen Abbauprodukten im Harn kennenzulernen, ver- 
Hitterten wir Octan-(Sebacinsiure), Decan-, Tetradecan- und Hexa- 

decandicarbonsiure an Hunde und priiften die drei letzteren 
Siiuren auch im Selbstversuche am Menschen. Fiir beide Ver- 
suchsreihen wurde derselbe Hund bzw. Mensch gewihlt, um Ver- 
suchsbedingungen zu schaffen, welche Vergleiche erméglichen. Die 
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Sure Aquivalent Verfiittert \ erfiitterte Siu 
Gewicht menge insgesigee 
(als Di-Na-Salz) ests Thinne an ae ee 
er saure in g g lke T ce 
Sebacin- cs 101,07 Hund R 18 046 
Decandicarbon- . 115,09 Hund R 18 O40 
Tetradecandicarbon- . 143,12 Hund R 18 (53 
Hexadecandicarbon- . 157,13 Hund R 18 0.55 
157,13 Hund B 16 0.4 
Decandicarbon- . 115,09 Mensch R.E 6 00g 
Tetradecandicarbon- 143,12 Mensch R. E 10 ie 
Hexadecandicarbon- . 157,13 Mensch R, E 12 











ee 
*) Verfiitegiiie 


Dicarbonsiuren wurden bei verhiltnismibig groBer Stoftwechsel- 


belastung als Dinatriumsalze verabreicht. 


Die Séiuremenge wa 


hei den Hundeversuchen jeweils die gleiche; bei den Menschen- 
versuchen wurde sie mit dem Ansteigen in der homologen Reihe 
um mehr gesteigert als den anwachsenden Aquivalenten der Saiuren 


entspricht. 


Die Angaben Verkades, daB die Verbrennbarkeit der Dicarbon- 
siuren beim Ansteigen in der homologen Reihe zunimmt, kénnen wir 


bestatigen. 


Die Decandicarbonsiiure ist allerdings noch ziemlich 


schwer verbrennlich, sie erscheint beim Hund bei einer Stoff- 


y > ale llece |V\0 r ae <4 0 
wechselbelastung von 0,48 g/kg/Tag, zu 6.51 °/,, 


/ 


beim Menschen 


bei einer Belastung von 0,75 ¢/kg/Tag, zu 7,13°/, unveriindert im 


Harn wieder. 


Der Stoftwechsel des Hundes war in unseren Versuchen weitaus 
stirker mit Decandicarbonsiiure belastet worden als der des Men- 


schen. 


Die Decandicarbonsiiure wird vom Hunde offenbar viel 


leichter angegriffen als vom Menschen. Infolgedessen treten beim 


Hund mehr Abbauprodukte, Dicarbonsiiuren mit C,,. ©, 


im Harn auf. 


und ,, 


Nicht nur im Hinblick auf die Decandicarbonsiure sondern 
ganz allgemein vermag der Hund Dicarbonsiuren besser ab- 


zubauen als der Mensch. 


auch weniger zur Diacidurie. 
Wihrend nach Verfiitterung von Tricaprin Sebacinsiiure und 


Aus diesem Grunde neigt der Hund 


ihre durch #-Oxydation entstandenen Abbauprodukte im Harn 
erscheinen, wird nach Verabreichung gréBerer Mengen Kokosfett, 
welches zu etwa 45°/, aus Trilaurin besteht, im Harn keine 
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‘te Siu Atherextrakt Unveriindert im Abbauprodukte . Tole- 
nsgesage’ ans Harn Harn Ww iedergefunden my. 0 ranz 
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Decandicarbonsiure gefunden [Verkade und van der Lee’)|. 
Flaschentrager und Bernhard‘) konnten nach Fiitterung von 
Laurinsiiure bei einer Stoffwechselbelastung von 0,61 g/ kg/Tag und 
von Laurinsiiuremethyl- bzw. athylester bei ahnlicher Stotiwechsel- 
belastung ebenfalls keine Dicarbonsdéuren im Harn nachweisen. 
Verkade und van der Lee) erhielten nur nach Verabreichung 
on Trilaurin an den Menschen im Harn wenige Milligramm einer 
Substanz, die sie nach dem Verhalten der Schmelzpunkte als 
Decandicarbonsiiure ansprachen. Nach diesen Versuchen ist die 
Laurinsdure nicht, oder (beim Menschen) doch nur sehr wenig diaci- 
dogen. Als Erklarung dafiir fiihrt Verkade®) an, daS durch 
Oxydationsprozesse gebildete Dicarbonsiuren im Augenblick ihres 
Entstehens eine stark erhéhte Empfindlichkeit fiir oxydativen 
Abbau besitzen. Die in der homologen Reihe regelmaBig an- 
steigende Verbrennbarkeit der Dicarbonséuren ist aber, wie auch 
Verkade betont, in keinen unmittelbaren Zusammenhang mit der 
Uiacidurie bestimmter Monocarbonséiuren und deren Triglyceride 
zu bringen. Das Prinzip, welches fiir die Diacidurie verantwortlich 
ist. muB u. KE. ein anderes sein als die bloBe w-Oxydation; vielleicht 
vesteht es in der Spezifitat der abbauenden Fermente, vielleicht auch 


in verschiedener Haftfahigkeit der Fettsiuren an Zellbestandteilen. 


Die Dicarbonsiéuren mit einer Kohlenstoffzahl von C,, und 


U,, verbrennen im Kérper und lassen sich bei keinem Versuche 


Harn nachweisen. Bei gréBerer Belastung des Stotiwechsels, 
vile wir sie z. B. bei unseren Hundeversuchen durchfiihrten, treten 
Abbauprodukte im Harn niedere Dicarbonsiuren auf; nach 
nehrfacher 9-Oxydation entstehen intermediir Sebacinsiure, Kork- 
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siure und Adipinsiiure; sie erscheinen im Harn, wenn bei ent- 
sprechender Stoffwechselbelastung ihre Toleranzgrenze im Kérper 
tiberschritten wird. Dabei wird im Harn mehr Korksiiure als 
Sebacinsiiure und wiederum mehr Adipinsiure als Korksiur 
gefunden. Das deckt sich auch mit der Verbrennlichkeit dieser 
Saéuren, wenn sie unmittelbar als Dinatriumsalze verfiittert werden. 
Auffallend ist, daB unter den Abbauprodukten die Decandicarbon- 
siiure, die immerhin noch schwer verbrennlich ist, nicht aufzufinden 
war. Es kann aber angenommen werden, daB sie bei noch gréBere: 
Stoffwechselbelastungen auch einmal im Harn als Abbauproduk: 
anzutreffen sein wird. 

Im allgemeinen werden die Dicarbonsiiuren in Form ihre: 
Dinatriumsalze im Darm gut resorbiert. Das geht aus Versuchen 
Verkades hervor, auch aus einem unserer Versuche, bei dem 
trotz geringen Durchfalls im Kot nichts von der verabreichter 
Tetradecandicarbonsiure wiederzufinden war. 

Noch nicht eindeutig steht fest, ol die resorbierten Dicarbon- 
siuren sogleich verbrennen oder zunichst in dem Gewebe ab- 
gelagert und erst dann allmihlich verbrannt werden. Verkade‘ 
neigt zu der Annahme, daB die Dicarbonsiuren mit einer beim 
Ansteigen in der Reihe zunehmenden Leichtigkeit voriibergehend 
im Kérper festgelegt werden kénnen. 

In einigen unserer Versuche wurde der Harn nachfolgende: 
Tage gesondert aufgearbeitet. Dicarbonsiuren waren in diese! 
Harnen nicht zu finden. Aber es hitte die Méglichkeit bestehen 
kénnen, dai beim Abbau die Toleranzgrenze der einzelnen i- 
carbonsiiuren nicht erreicht worden wire und die Dicarbonsiuren 
noch hiitten in den Geweben lagern kénnen. Hier wurden weitere 
Versuche angeschlossen. Zwei Ratten erhielten 8 Tage lang je Tag 
0,5 g Tetradecandicarbonsiure pro Ratte als Dinatriumsalz zum 
Futter gemischt. Am 9. Tage wurden die Ratten getitet und einzel: 
aufgearbeitet. Dabei lieBen sich keine Dicarbonsiuren auffinden. 
Kine Depotsetzung oder allgemeine Anreicherung in den Gewebe! 
kann demnach nicht stattgefunden haben. Die héheren Dicarbon- 
siiuren, welche bei der von uns durchgefiihrten Stoffwechselbelastung 
in den Menschenversuchen zu gar keiner Dicarbonsiiureausscheidung 
in den Harn fiihrten, brennen also im Kérper verhaltnismiBig rasc! 
herunter, sicher innerhalb der ersten 24 Stunden. Dafiir zeuger 
auch die Versuche am Hunde, bei denen Abbauprodukte der 
hdheren Dicarbonsiuren schon wiihrend des ersten Tages nach 
ihrer Autnahme aufzutreten pflegen. 
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; Versuchsteil 


Die verfiitterten Dicarbonsiiuren waren kiutlich und erwiesen sich 
5 nach Schmelzpunkt und Analyse als rein. Sie waren als Dinatriumsalze 
mit NaHCO, neutralisiert) dem Futter der Hunde beigemischt, das bei den 
Versuchen mit Hund R. tiglich aus 400 g Kartoffeln und 5 g Liebigs Fleisch- 
extrakt, bei dem Versuche mit der Hiindin B. nur aus 250g magerem 
Pferdefleisch bestand. Vor ihren Versuchen hungerten die Hunde einen 
Tag, ebenfalls an dem auf den Versuch folgenden Tag. Der Harn dieses 
folzenden Tages wurde zu dem der Versuchstage hinzugefiigt. Die Ver 
suchsperson R, E. nahm die Dicarbonsiuren bei gewéhnlicher Mischkost als 
verdiinnte Dinatriumsalzlésungen zu sich. Auch hier wurde der Harn des 
Nachtages mit dem des Versuchstages vereinigt (Ausnahmen vgl. unten). 
Die Aufarbeitung der Harne geschah im wesentlichen auf gleiche Weise wie 
bei friiheren Versuchen’): Harn alkalisch eingeengt, angesiiuert, 6—-8 mal 
mit Ather ausgeschiittelt, Atherextrakt alkalisch zerkocht, sauer Wasser 
dampf destilliert, Riickstand der Wasserdampfdestillation weiter gereinigt: 
bei alkalischer Reaktion Unverseif bares abgetrennt, sauer mit Petrolither 
ausgezogen, dann mit Ather = Atherriickstand I. Den nach der Atheraus 
schiittelung verbliebenen Harn im Extraktionsapparat mit Ather erschépfend 
ausgezogen und den Extrakt wie oben gereinigt, ergab Atherriickstand LI. 
Das Unverseif bare, der Riickstand des Petrolitherauszuges und die aus dem 
Wasserdampfdestillat gewonnenen fliichtigen Siuren wurden gewichtsmibig 
hestimmt. Aus dem Wasserdampfdestillat fielen Benzoesiiure und in Spuren 
uiedere fliichtige Fettsiiuren an. Das Hauptaugenmerk richtete sich auf die 
vereinigten Atherriickstinde I und II. 


A. Stoffwechselversuche an Hunden. — Sebacinsiiure. Hund R., &, 
\W.6kg, etwa 1), Jahre alt, erhielt in 2 Tagen 15 g Sebacinsiiure, je Tag 
'g. Harnmenge in 3 Tagen 2000 cem. 

Gewicht des Atherriickstandes I und I: 1,93 g, +7,8564 g krystalli- 
sierter Substanz, die schwer wasserléslich war und sich leicht vorher ab 
trennen lieb. Beide Fraktionen wurden getrennt aufgearbeitet. Nach 
traktioniertem Krystallisieren aus Wasser und hiiufigem Umkrystallisieren 
ius Wasser, Benzol oder Essigester + Petrolither konnten erhalten werden: 

8,0189 g¢ Sebacinsiiure yom Schmelzp. 130—-130,5°, Mischschmelzpunkt 
nit Sebaeinsiiure 130—130,5 °. 

9,438 mg Subst.: 11,790 mg CO,: 4,320 ng H,O. 

Cygttig®, Ber. C 59,36 H 8,98 Gef. C 59,37 H 884. 

0,290 g¢ Korksiure vom Schmelzp. 137—137,5°; Misechschmelzpunkt mit 
Korksiiure 138-—138,5°. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Wasser: 

1.889 mg Subst.: 9,905 mg CO,, 3,59 mg H,0O. 

8,9, Ber. C 55,13 Il 8,11 Gref. C 55,25 H 8.16. 

0,30 g Adipinsiiure yom Schmelzp. 146—-117°; Mischsehmelzpunkt mit 

Adipinsiiure 148—149°. 
9,526 mg Subst.: 10,060 ng CO,; 3,440 mg H,0. 


C,H,,O0 Ber. C 49,29 HT 6,90 Get. C 49,66 H 6,92. 
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Decandicarbonsiiure. Hund R., 18,8 kg, erhielt in 2 Tagen 18 y 
Decandicarbonsiure, je Tag 9 g. Harnmenge in 3 Tagen 2400 cem. 
Gewicht des Atherriickstandes I: 3,38 g, +1,9283 g; des ALR. IL 0,58 » 
Aus A.R. I] wurden nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Wasser, 
senzol und Behandeln mit Tierkohle 171,5 mg Adipinsiure vom Schmelz. 
punkt 149—150° erhalten. A.R. I lieferte nach miihevollem fraktionierten 
Krystallisieren aus Wasser, Benzol und Essigester + Petroliither: 
1,1728 g Decandicarbonsiiure vom Schmelzp. 125°; Misehsehmelzpunkt 
mit Decandicarbonsiure 125,5°. 
4,208 mg Subst.: 9,590 mg CO,: 3,450 mg H,0O. 
C,.H..9, Ber. C 62,56 H 9,64 Gef. C 62,19 4H 9,20. 


0.5834 ¢ Sebacinsiiure in schlieBlich 5 gereinigten Fraktionen. Schmel; 
punkt 130-—-131°: Misechsehmelzpunkt mit Sebacinsiiure 130—-131°. 
Gef. C 59,37 Ht 8,84. 
0.3878 ¢ Korksiure in ebenfalls 5 gereinigten Fraktionen. Schme! 
punkt 133—135°: Mischschmelzpunkt mit Korksiiure 155--138". 
Gref. C 54,87 H 8,03. 


U,9609 g Adipinsiiure (einschlieBlich der 171,5 mg aus .A.R. LL) in fiat 
gereinigten Fraktionen vom Schmelzp. 146-148". Mischsechmelzp. 146-—148". 
Get. C 49,26, 49,20 H 6,55, 6,66. 

Tetradecandicarbonsiure. Hund R., 16,4 kg, erhielt in 2 Tagen 
IS g, 9g je Tag. Harnmenge in 3 Tagen: 2740 cem. 

Gewicht des A.R. I: 1,49 ¢ + 0,1687 g; des A.R. II: 0,12 g. 

Durch fraktionierte Krystallisation aus Wasser konnte aus A.R. I an 
Rohausbeute gewonnen werden: 168,7 mg Sebacinsiiure, 179,0 mg Korkséure 
und 380,4 mg Adipinsiiure. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Wasser, 
Benzol oder Aceton + Petrolither wurden erhalten: 

117,2 mg Sebacinsiiure; Fraktionen vom Sehmelzpunkt 128—129,5". 
129—130". 

Gef. C 59,36, 59,07 H 8,98, 8,89. 

177,5 mg Korksdure; Fraktionen vom Schmelzp. 129-—-131°, Misch 
schmelzpunkt mit Korksiure 137—138,5°: vom Schmelzp. 130,5-—134 
135—-136° und 134,5—135,5°. 

Gef. C 55,33, 55,18, 54,74, 54,76 H 8,10, 8,21, 8,12, 8,21. 


228,1 mg Adipinsiiure; Fraktionen vom Schmelzp. 148°, 148°, 148,5 bis 
149,5°, eine sehr kleine Fraktion vom Schmelzp. 138”. 
Gef. C 49,27, 49,09 49,43 H 7,11, 6,90, 6,86. 
Einige kleine Mischfraktionen lieben sich wegen ihrer geringen Menge 
nicht weiter aufspalten. 


Hexadeecandicarbonsidiure. Hund R., 16,4 kg, erhielt in 2 Tagen 
18 g, je Tag 9g. Harnmenge in 3 Tagen 1270 cem. 
Gewicht des A.R. I: 0,60 g; des A.R. II: 0,23 g. 
: Aus A.R. I wurden nach Reinigen mit Tierkohle und fraktionierte 
Krystallisieren aus Wasser, nach Umkrystallisieren aus Aceton + Petroliither 
und Benzo] erhalten: 
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5,1 mg Sebacinsiure yom Schmelzp. 120 
Gret. C 58,84 H 8,63. 


16,4 mg Korksiure yom Schmelzp. 133--136°, Mischschmelzpunkt mit 
<orksiure 136-—-137°. 
Gef. C 54,89 H 7,99. 


S,l mg unreine Adipinsdure, Schmelzp. 133-155" 
Gef. C 50,93 H 7,25. 


Die gefundene Sebacinsiiure und Adipinsiiure war nicht rein; die ge- 
jnven Mengen machten aber eine weitere Trennung unmédglich. 

Hexadecandicarbonsiiure. Hund B., 9, 19,7 5kg, 1 Jabr alt, erhielt 
n 2 Tagen 16 g, je Tag 8g. Harnmenge in 3 Tagen: 1975 cem. 

Gewicht des A.R. I: 0,97 g, des A.R. IT: 0,36 g. 

Durch fraktionierte Krystallisation und weitere Reinigung wurden aus 
\.R, L erhalten: 

1,9 mg Sebacinsiiure vom Sehmelzp. 130°, Mischschmelzpunkt mit Se- 
bacinsdure 130°. 

20,3 mg Korksiiure yom Schmelzp. 126--128°, nach Umkrystallisieren 
aus Essigester Schmelzp. 128-135", Misehsehmelzpunkt mit Korksiiure 
138---138,5 °. 

Get. C 55,3] H 7,97. 


12,4 mg Adipinsiure, die nicht ganz rein war. 
Gef. C€ 50.06 H 7,10. 
Der nach der Analyse verbliebene Rest war fiir eine weitere Trennung 
vering. 


B. Stoffwechselversuche am Menschen. -— Decandicarbonsiure. 
Versuchsperson E., ¢, 29 Jahre alt, 82 kg, nahm 2 Stunden nach dem Mittag- 


essen 6 g@ der Siiure zu sich. Harnmenge (Versuchstag + ein nachfolgender 


¢) 1900 cem. 

Gewicht des ALR. I: 1,53 g¢ + 0,464 g krystallisierter Substanz, die bei 
er Reinigung des Atherextraktes schon aus der sauren wiBrigen Lisung 
usfiel. Gew. des A.R. II: 0,39 g. 

Aus der in Wasser schwer léslichen Substanz wurden durch Um- 
rystallisieren aus 50 °/, Alkohol und dann aus Essigester + Petrolither 
halten: 

0,4280 g Decandicarbonséiure vom Schmelzp. 126--127", 127°; Misch 
chmelzpunkt mit Decandicarbonsiiure 127 127,5°. 

(sef. CC 62,49 H 9,53 . 
Aquiv.-Gew. Ber. 115,09 Gef. 114,7. 

Die Atherriickstinde I urd IL lieferten nach weiterer Reinigung, Aus- 
ochen mit Benzol, Behandeln mit Tierkohle und nach hiufigem Um- 
rystallisieren aus Benzol und Essigester + Petrolither: 

24 mg Adipinsiiure vom Schmelzp. 147—148°; Mischschmelzpunkt mit 


\dipinsiiure 149,5°. 


(ref. C 49,28 H 6,82. 
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Eine geringe Menge Korksiiure, die in einzelnen Fraktionen wnd 
schmierigen Resten noch hiitte enthalten sein kénnen, war nicht zu isolieren, 


Tetradecandicarbonsiure. Versuchsperson E., 80 kg, nahm 
2 Stunden nach dem Mittagessen (im Verlaufe von 3 Stunden) 10 g der Siure 
(mit NaHCO, nicht ganz neutralisiert) zu sich. Ein erster Versuch mit 
dieser Siiure miBlang; es wurde alles wieder erbrochen. Auffallend war 
dabei eine Reizwirkung auf die Schleimhiiute, vor allem auf die des Rachens. 
Vor dem 2. Versuch war die Siiure gut gereinigt worden (mit verd. HC), 
dann mit Wasser, Ather ausgewaschen und mehrmals aus Alkohol wn 
krystallisiert). Trotzdem blieb eine Reizwirkung bestehen. Ob diese Reiz- 
wirkung trotz richtiger Analyse und Schmelzpunkte auf eine in Spuren 
vorhandene Verunreinigung oder auf die Siiure selbst zuriickzufiihren ist, 
bleibt ungewib. 

Harnmenge des Versuchstages und des folgenden Tages, Harn 1: 
3300 cem. Harnmenge eines weiteren Nachtages, Harn IL: 1450 cem. Der 
Kot dieses Versuches wurde ebenfalls gesammelt. Die Abgrenzung gegen 
andere Tage gelang gut mit Heidelbeeren. Er wurde auf das Vorhanden- 
sein von Dicarbonsiiuren untersucht; es lieben sich aber keine finden. 

Harn I: EiweiB 9, Aceton 9, Acetessigsiiure 6. Probe auf Carbony! mit 
|, 4-Dinitrophenylhydrazin [wie sie Simola und Krusius*) angeben] negatiy. 

Die Aufarbeitung des Harnes I ergab: Gewicht des A.R. I 1,48 g, des 
A.R. IL 0,25 g. Diearbonsiiuren konnten aus den Atherextrakten nicht erhalten 
werden; es wurden nur 6mg einer Substanz isoliert, die in langen Nadel 
krystallisierte und sich nach Analyse, Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und 
Farbreaktionen als p-Oxyphenylessigsiiure erwies. p-Oxyphenylessigsiiure 
lieB sich aus allen diesen Menschenharnen isolieren: sie ist ein hiiufiger Be 
standteil menschlichen Harnes [E. Baumaunn’)}. 

Harn [I ergab insgesamt 0,45 ¢ Atherriickstand, worin ebenfalls kein: 
Dicarbonsiiuren aufzufinden waren. 

Die nach den Krystallisationsversuchen zuriickgebliebenen Schmieren 
wurden mit Hilfe einer Farbreaktion auf Adipinsiiure untersucht. Bei de: 
Menschenversuchen mit C,,- und C,,-Diearbonsiiuren war im Harn keine 
Adipinsiiure nachzuweisen. 

Hexadecandicarbonsiure. Versuchsperson ., 82 kg, nahm 
2 Stunden nach dem Mittagessen 12 g der Siiure auf. Harninenge des Ver 
suchstages und des darauffolgenden Tages zusammen 2300 cem. 

Gewicht des A.R.I 1,31 g, des A.R. IL 0,20 g. 

Diese Gewichte gelten fiir den Harn des Versuchs- und des Nachtages 
zusammen. Der Harn war aber in Versuchstag und Nachtag getrennt aut 
gearbeitet worden. Dabei hatten sich bei dem Harn des Nachtages etwa 
die gleichen Gewichte der A.R. wie bei dem des Versuchstages ergeben 
Dicarbonsiiuren wurden in keinem der Harne gefunden. 


C. Versuche an Ratten. Zwei ausgewachsene Ratten, Ratte 1 220,8 g, 
Ratte 2 213.3 g¢ erhielten als Futter tiglich je 20 g Kartoffelbrei, dem wenig 
Salz und Liebigs Fleischextrakt beigemischt waren und 0,5 g Tetradecan 
dicarbonsiiure als Dinatriumsalz. Kot, verstreute Futterreste und Harn 
wurden gesammelt. Am 9. Tage (jede Ratte erhielt insgesamt 4g Siiure) wurden 
die Tiere getitet, ihnen das Fell abgezogen und ihr Darm entleert. Dann 
wurden die Tiere einzeln ohne Fell und Darminhalt, mit 20°, NaOu 
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verseift. Nach Ansiiuern mit HCl zog man erschépfend mit Ather aus. Der 
Atherextrakt wurde weiter gereinigt; nochmals mit methanolischer KOH ver- 
seift, das Unverseif bare abgetrennt und nach Ansiiuern mit HC! mit Petrol- 
ither ausgezogen. Der wiBrige saure Anteil lieferte nach Ausziehen mit 
Ather als Atherextrakt einen geringen schmierigen Riickstand. Dieser Riick- 
stand wurde iiber die Kupfersalze gereinigt. (Héhere Dicarbonsiiuren geben 
schwer lésliche Kupfersalze.) Nach Zerlegen der Kupfersalze gewann man 
die Siuren zuriick: Dicarbonsiuren lieBen sich nicht auffinden. 


Ratte | Ratte 2 

Deveneeeeeeess kk ct wt ew te OBB 0,58 2 

Petrolitherriickstand (Fettsiiuren). . . . . . 4,262 6,51 2 
Atherextrakt iiber Cu-Salz gereinigt, sehwer 

ldsliches Cu-Salz. . ......... =. Oleg O.U1 2 


Kot und verstreute Futterreste wurden auf ihren Gehalt an Dicarbon- 
siuren untersucht. Nach Reinigung der Atherextrakte fielen an: bei Ratte 1 
300 mg Tetradecandicarbonsiiure vom Schmelzp. 120°, Mischschmelzpunkt 
mit Tetradecandicarbonsiiure 121°; bei Ratte 2 382 mg vom Schmelzp. 120°, 
Mischschme ware mit Tetradecandicarbonsiiure 121°. Ratte 1 hatte also 
3,799, Ratte 2 3,62 g der Siiure resorbiert und diese Menge in 9 Tagen ver- 
brasil: im Harn waren Dicarbonsiiuren nur in Spuren vorhanden, eine 
Trennung war unmdglich. 


Zusammenfassung 


|. Sebacinsiure, Decan-, ‘'edradecan-, Hexadecandicarbon- 
siure wurden als Dinatriumsalze an Hunde gefiittert, die letzteren 
drei Siuren in der gleichen Form auch dem Menschen verabreicht. 
Vabei zeigte sich, in Ubereinstimmung mit den Versuchsergebnissen 

Verkade, ein Ansteigen der Verbrennlichkeit in der homo- 
logen Reihe der Séuren. 

Decandicarbonséure ist noch ziemlich schwer verbrennlich 
und wurde beim Hunde bei einer Stoffwechselbelastung von 
U.48 g/kg/Tag zu 6,51°/,, beim Menschen bei einer Belastung von 
U0T4 g/kg/Tag zu 7,13°/, unveriindert im Harn ausgeschieden. 

Abbauprodukten im Harn ergab sie bei dem Hundeversuch 
Sebacin-, Kork- und Adipinsiiure, bei dem Menschenversuch nur 
Adipinsiiure. 


‘ 


3. Tetradecan- und Hexadecandicarbonsiiure waren im Korper 


gut verbrennlich; beim Menschen verbrannten sie vollig, bei den 


Hundeversuchen traten in geringer Menge Sebacin-, Kork- und 


Adipinsiiure im Harn auf. 


4. Die héheren Dicarbonsiuren, die zu keiner oder nur ge- 


linger Dicarbonsiureausscheidung in den Harn fiihren, werden 
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in den Geweben nicht abgelagert und gespeichert. Sie verbrenne; 
anscheinend ziemlich rasch. 


5. Bei allen drei Menschenversuchen konnten aus den ge. 


reinigten Atherriickstinden der Harnaufarbeitung kleine Menge 
(LO—20 mg) p-Oxyphenylessigsiiure isoliert werden. 
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Quantitative Bestimmung von gewissen Aminosiuren 
nach der Ninhydrinmethode 
Von 
Artturi |. Virtanen, T. Laine und Toini Toivonen 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut Helsinki) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1940 


Die quantitative Bestimmung der Aminosiuren ist im Zu- 
sammenhang der Proteinstudien immer wichtiger geworden. Man 


| bendtigt die Methoden sowohl fiir Bestimmung einzelner Amino- 
'siuren als der Gruppen von ihnen. AuBSer der méglichst groBen 
'Genauigkeit wird noch eine Schnelligkeit in Ausfiihrung von 
| Methoden verlangt. Das letztere bekommt dann eine besondere 


Bedeutung, wenn die Proteinsynthese in lebenden Organismen 


'z.B. in wachsenden Pflanzen wihrend des Wachstums verfolgt 


wird. Im Zusammenhang mit diesen Studien haben wir unsere 
Aufmerksamkeit auf die Méglichkeit der Anwendung der Nin- 


_ hydrinreaktion zur quantitativen Bestimmung von gewissen Amino- 
' siuren gelenkt. 


Die Ninhydrinreaktion wurde hiaufig fiir qualitative und 
juantitative Bestimmung der Aminosiuren benutzt, und zwar 
zufolge der bei dieser Reaktion entstehenden Farbsubstanz. Die 
Ausfiihrung dieser Farbenreaktion wurde neuerdings von uns 
Virtanen und Laine!)] weiter entwickelt. Die Anwendung der 


| Methode ist durch Anwesenheit von gewissen Substanzen in der 


Lisung beschrankt. 
In der Ninhydrinreaktion, welche nach Ruhemann?”) durch 


| ie Formel auf folgender Seite ausgedriickt ist, entstehen auBer 


ier Farbsubstanz noch ein Aldehyd und Kohlendioxyd. 

Auf der Bildung von CO, bei der Ninhydrinreaktion beruht 
die von van Slyke und Dillon*) neuerdings entwickelte neue 
Methode zur Bestimmung von Carboxylgruppen der Aminosiuren. 
Wir haben unser Augenmerk auf die bei der Ninhydrinreaktion ent- 
stehenden Aldehyde gerichtet und eine Methode zur quantitativen 
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Bestimmung von gewissen Aminosiiuren mit Hilfe der aus ihneyf 


gebildeten Aldehyde entwickelt *) 


, ae —CO NH, 
2). GOH R--CH--COOH > 
ef “OH 
CO 


‘Triketo-hydrindenhydrat (Ninbydrin) 
a ai 


ON CHSC 
CO CO 


Diketo-hydrindyliden-diketo-hydrindamin 


R-CHO + CO, + 3H,O 


4 


Rk. Abderhalden’) hat qualitativ die Kntstehung der Alde.§ 
hyde aus Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin und Phenylalanin be 


der Ninhydrinreaktion festgestellt. 


Wie aus dem Folgenden ersichtlich wird, haben wir beob- 
achtet, daB Methionin ebenfalls einen entsprechenden Aldehyi 


hiefert. 
NH, 


CH,-CH-COOH 


a-Alanin 


NH, 
* SCH. CH. COOH 
CH.Z 
Valin 
NH, 
CH 
.CH-CH,-CH-COOH 
CH. 
Leucin 
NH, 
CH,-CH.,, 
’ SCH-CH- COOH 
CH,” 


Isoleucin 


NH, 


a acai iiiaian > 


Phenylalanin 


NH, 


CH,-S-CH,-CH,-CH-COOH > 


Methionin 


CH, -CHO 
Acetaldehyd 


CH, 
NScH-cHo 
CH,Z 


Isobutyraldehyd 


CH, 
‘SCH -CH,- CHO 
CH,’ 


Isovaleraldehyd 


CH, + CH, 
SCH-CHO 
CH, 
Methylathylacetaldehvd 


f )-CH,-CHO 


Phenylacetaldehyd 


CH,-S-CH,-CH,+CHO 
Methvlthiopropionaldehyd 
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Alle diese Aldehyde sind mit Wasserdampf fliichtig. Es ist 
sehr wabrscheinlich, daB die seltenen Homologen des Valins und 
Leucins, Norvalin und Norleucin, in der Ninhydrinreaktion ent- 
sprechende fliichtige Aldehyde geben, wenn wir auch keine Méglich- 
keit hatten, sie zu untersuchen. 

Aus den folgenden von uns untersuchten Aminosiuren ent- 
stehen keine fliichtigen Aldehyde: Glycin, Serin, Tyrosin, Dioxy- 
phenylalanin, Tryptophan, Prolin, Oxyprolin, Cystin, Cystein, 
Arginin, Histidin, Lysin und Glutaminsiiure. Dagegen zersetzt 
sich die in der Ninhydrinreaktion aus Asparaginsiure gebildete 
Formylessigsiure in geringem Mabe (etwa 10 °/,) zum Acetaldehyd. 
\uBerdem wird etwas Acetaldehyd aus f-Alanin gebildet. 

Die Bildung der fliichtigen Aldehyde aus den oben genannten 
\minosiuren schien neue Méglichkeiten zu einer bequemen und 
schnellen Bestimmung von diesen Aminosiiuren zu bieten, voraus- 
vesetzt, daB die Bildung der Aldehyde quantitativ verliuft und 
lie Aldehyde bestimmt werden kénnen. Unsere Untersuchungen 
in dieser Hinsicht ergaben, da Acetaldehyd quantitativ aus 
¢-Alanin }) gebildet wird und ebenfalls Isovaleraldehyd aus Leucin®). 
Wie aus den Resultaten vorliegender Arbeit unten ersichtlich sein 
wird, ist die Bildung von Aldehyden auch aus anderen in Frage 
kommenden Aminosduren quantitativ. 


1. Bestimmung von qa-Alanin 


Die Bestimmung von Alanin wird mit einem von Lieb und 
Zacherl*) zur Bestimmung von Milchsaiure konstruierten Apparat 
usgetiihrt. Dieser Apparat ist mit einem effektiven Kihler ver- 
sehen, um eine Destillation von anderen Aldehyden auBer Acet- 
aldehyd zu vermeiden. 

10 ml einer neutralen Lésung von Aminosiiuren, enthaltend 
2—2,0 mg Alanin, bringt man in einen Reaktionskolben, 7,5 g 
des festen (NH,),SO, fiigt man als Kondensationsmittel hinzu und 
darauf noch 0,5 g Citronensiure. Die Reaktionslésung wird auf 
kleiner Flamme zum Sieden gebracht und gleichzeitig ein schwacher 
Luitstrom durch das ganze System gesaugt. Nachdem die Lésung 
zu sieden beginnt, setzt man 2 ml 1°/,iger Ninhydrinlésung durch 
das Seitenrohr hinzu; der Acetaldehyd, welcher sich dabei bildet, 


wird in der Vorlage, die etwa 4 ml der 1°/,igen Natriumbisulfit- 


jsung enthilt, aufgefangen. Die Reaktion ist nach 80 Minuten voll- 
endet. Titration wird jodometrisch durchgefiihrt. Der Uberschu8 
von Bisulfit wird durch Zusatz von 1/,, n-Jodlésung zersetzt und 
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der Jodiiberschub sorgfaltig mit '/,,, n-Thiosulfatlésung bis zy, 
Die Lésung wird dan: 
mit NaHCO, gesittigt, wodurch die Acetaldehyd—Bisulfit-Ver. 
bindung sich zersetzt. Das freigewordene Bisulfit wird mi: 
Die Menge von Alanin 


Entfarbung der Starke zuriicktitriert. 


VJ o9 B-Jod aus Mikrobiirette titriert. 
1/ 


wird aus dem Jodverbrauch berechnet. 1 ml ?/,,, n-Jodlésung 
Die Methods 


entspricht 0.445 mg Alanin oder 0,07 mg Alanin-N. 
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Fig. i. Apparat zur Bestimmung von a-Alanin 


ergibt nach unseren Bestimmungen befriedigende Werte mr 
reinem Alanin. wie aus den Resultaten in Tab. 1 hervorgeht. 


1 Se 
Tabelle ] 


Versuche mit reinem Alanin 
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da 9 Bestimmung von Valin, Leuein, [soleucin, Phenylalanin 

‘hi und Methionin 

er 

wii In dem oben geschilderten Apparat zur Bestimmung von 
"i y-Alanin werden andere Aldehyde auSer Acetaldehyd nicht iiber- 
— ’ : > ° os 

ae destilliert. Deshalb wurde die Oxydation der anderen Aminosiuren 


|, mit Ninhydrin in folgendem Apparat ausgefiihrt. 


i, \ 


/ \ \ 

W\ j 

/| \ fo 

Sas) j i 
a | | 


Nig; 2 


Bestimmung. In einen 100 ml Oxydationskolben (a) gibt 
man LO ml Aminosiiurelésung, enthaltend 0,05—0,5 mg Stickstoff 
yon Aminosduren, welche mit Ninhydrin zu fliichtigen Aldehyden 
oxydierbar sind. 1g¢ KH,PO, und 1,5 g NaCl werden zugesetzt, 

iB letztgenanntes um die Destillation zu beschleunigen, und darauf 
' 2ml 1°/,iger Ninhydrinlésung. In eine 50 ml-Peligot-Réhre (b), 
welche als Vorlage dient, bringt man etwa 3 ml 1 °/,iger NaHSO,- 
Lisung und hilt die Réhre im Eiswasser. Den Kolben (a) er- 
hitzt man auf einer kleinen Flamme 15 Minuten, wobei man 
die Dampfréhre verschlossen hilt. Dann 1liBt man eine halbe 
Stunde einen Wasserdampfstrom durch die Lisung gehen. Wihrend 
dieser Zeit werden die entstehenden fliichtigen Aldehyde quantitativ 
iiberdestilliert. Etwa 30 ml Wasser ist dann in die Peligot-Réhre 
ibergegangen. Der Inhalt wird in einen Erlenmeyerkolben quan- 
titativ tibergespiilt, der UberschuB von Bisulfit mit 1/9 n-Jodlésung 
lersetzt und der JodiiberschuB mit 1/,,, n-Thiosulfatlésung sorg- 
iiutig unter Anwendung von Stiirke als Indicator zuriicktitriert. 
Vann wird die Lésung mit NaHCO, gesittigt und das freigewordene 
Bisulfit mit 1/,,, n-Jodlésung aus Mikrobiirette bis zur blauen 
Nirbung der Stiirke titriert. 
on 1 ml 1/,,, n-Jodlésung entspricht 0,07 mg Stickstoft dieser 
\minoséuren (oder 0,585 mg Valin, 0,655 mg Leucin und I[soleucin, 
U525 mg Phenylalanin und 0,745 mg Methionin). 


Hoppe-Sevler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 266 14 
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Tabelle 2 


Versuche mit reinen Aminosd&uren 





Eingesetzt ‘490 D-Jodlésung (Gyefunden 











mg verbraucht, m! mg | . 
lL. Valin 
Q.5 0.82 0.48 bela) 
LO Re 1.00 100 
1.5 2 48 1.45 QS 
2.0 3.28 | 1,92 G6 
Ze Leu 1n 
1.0 1,49 0.98 GS 
2.0 2.9% 1.95 MD 
5. Isoleucin 
1.0 L.bO O,YS QS 
? 0 2.98 1.9) O75 
!. Phenylalanin 
1.0 LZ} 1.00 LOO 
20 2.30 1.90 Qh 
Dd. Methionin 
OD 0.68 O.5] 102 
2 0 ? 64 1.9¢ YY 








Identifizierung der aus den Aminos&uren entstehenden Aldehyde 


Wie oben angefiihrt wurde, sind die bei der Ninhydrinreaktion 
aus Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin und Phenylalanin entstehender 
Aldehyde vorher®) identifiziert geworden, der aus Methionin ge- 
bildete dagegen nicht. Analog mit den anderen Aminosiuren sollte 
Methionin #-Methyl-thio-propionaldehyd ergeben. 

20 mg Methionin + 50mg Ninhydrin + 2g KH,PO,+ 3g NaCl 
und 20 ml Wasser wurden in einen Oxydationskolben (Fig. 2) ge- 
bracht. In die Peligot-Réhre brachte man 20 ml Dimendonlésung, 
welche, wie folgt, hergestellt wurde. 1g Dimedon wurde in 6m! 
Alkohol gelést, die Lisung mit Wasser auf 100ml verdiinnt und 
zum Sieden gebracht, um das ausgeschiedene Dimedon wieder aut- 
zulésen. Die Lisung leB man erkalten und 48 Stunden stehen. 
worauf man sie filtrierte. 

Die Oxydation benétigte 45 Minuten. Das Kondensations- 
produkt von Aldehyd und Dimedon bildete einen Niederschlag in 
der Peligot-Réhre. Dieser wurde abfiltriert und 2 mal aus heifer 
wiaBriger Alkohollésung krystallisiert. Der Schmelzpunkt des 
Produktes war 95°. Der Wert, der in der Literatur fiir den Schmelz- 
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punkt der Dimedon-Verbindung von £-Methyl-thio-propionaldehyd 
angegeben wird, ist 97°. Wir bestimmten auch nach Carius den 
\-Gehalt von unserer Dimedon-Verbindung und erhielten den Wert 
von 8,86°/,. Der berechnete Wert fiir die Dimedon-Verbindung 
yon #-Methyl-thiopropionaldehyd ist 8,78°/,. Sowohl der Schmelz- 
ounkt als der S-Gehalt der von uns isolierten Dimedon-Verbindung 
herechtigen den SchluB zu ziehen, daB der Aldehyd, der sich 
bei Ninhydrinoxydation aus Methionin bildet, #-Methyl- 
thio-propionaldehyd ist. 


Bildung der Aldehyde aus Peptiden 


Die Frage, ob Aldehyde nur aus gewissen Aminosaiuren oder 
auch aus ihren Peptiden gebildet werden, ist wichtig. Wir haben 
Bestimmungen mit Leucyl-glycyl-glycin, Leucyl-glycin, Glycyl- 
leucin, Alanyl-glycin und Glycyl-alanin ausgefiihrt. Keine Bildung 
von, Aldehyden bei der Ninhydrinoxydation trat bei 
liesen Peptiden auf. Deshalb stért die Anwesenheit von 
Peptiden die Bestimmung von freien Aminosiiuren mit Hilfe der 
Ninhydrinreaktion nicht. 


Bestimmung von Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin 
und Methionin 
in den Gemischen von Aminosauren und Proteinhydrolysaten 


In einem Gemisch von 0,5 mg Alanin, 0,5 mg Valin, 0,5 mg 
Leucin, 05mg Phenylalanin und 0,5 mg Methionin mit einem Ge- 
samtgehalt von 0,281 mg Stickstoff wurde die totale Menge der 
bei der Ninhydrinreaktion gebildeten Aldehyde unter Anwendung 
des in Fig. 2 gezeigten Apparates bestimmt. Bei der Titration 
vurde 3,91 ml */,,,n-Jodlésung angewandt, entsprechend 0,274 mg N 
oder 97,5°/, von der zugesetzten Menge. 

Das Ergebnis der Bestimmung der Totalmenge der Amuino- 
siuren ist also befriedigend. 

Hinsichtlich der Bestimmung einzelnen Aminosiiuren in dem 
vbigen Gemisch haben wir folgendes beobachtet. 

Alanin laBt sich leicht mit dem in Fig. 1 gezeigten Apparat 
sesondert bestimmen. Dieser Apparat erlaubt nur die Destilla- 
tion von Acetaldehyd. Ein Beispiel der Bestimmung von Alanin 
in den Gemischen der Aminosaiuren ist oben angegeben worden. 

Bis jetzt ist es uns nicht gelungen, die aus Valin, Leucin 
ind Isoleucin gebildeten Isobutyraldehyd, Isovaleraldehyd und 
14* 
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Methylathylacetaldehyd in der gleichen Lisung gesondert unif 


quantitativ zu bestimmen. Wir haben versucht, die Bestimmung 
durch Oxydation der Aldehyde zu Aceton, sowie auch polaro. 
graphisch auszufiihren, es konnten jedoch keine befriedigenden Resul. 
tate erlangt werden. Diese drei Aminosiuren lassen sich deshal 
nach der Ninhydrinmethode heute nur als eine Gruppe bestimmen, 


Die aus Phenylalanin und Methionin gebildeten Aldehyde : 


kénnen in dem Aldehydgemisch bestimmt werden. Der sicherste 
Weg ist jedoch, das Phenylalanin nach colorimetrischer Methode 


von Kkapeller-Adler‘) und Methionin nach Baernstein”) zu be- 


stimmen und die entsprechende Aldehydmenge von der totalen 


Aldehydmenge abzuziehen. Aut diese Weise ist es méglich, die 


Totalmenge von Valin-N + Leucin-\ + Isoleucin-N zu ermitteln. 

Unsere Methode in ihrer jetzigen Form ermdglicht daher die 
quantitative Bestimmung von 

1. Totalsumme von e@-Alanin-N + Valin-N + Leucin-N 
+ Isoleucin-N + Phenylalanin-N + Methionin-N 
2. a-Alanin 
3. Totalsumme von Valin-N + Leucin-N + Isoleucin-N. 

Wir haben unsere Methode zur Bestimmung dieser Amino- 
siuren bzw. Aminosduregruppen bei einigen gutbekannten Pro- 
teinen verwandt. Weil aus Asparaginsiure mittels Ninhydrin 
etwas Acetaldehyd gebildet wird, sollen die Aminodicarbonsiuren 
aus Proteinhydrolysat nach Foreman gefillt werden, bevor man 
die Aminosiiuren mit Ninhydrin oxydiert. 

Zein?) 1g Zein (enthaltend 145 mg N) wurde durcl 
6 stiindiges Kochen mit 10 ml konzentrierter Salzsiure hydrolysier' 
und der UberschuB von HCl in Vakuum abgetrieben. Die Fore- 
man-Fiallung fiihrte man so aus, da& man den zur Trockne ein- 
gedampften Riickstand in 10 ml Wasser autléste und die Liésung 
mit 5 ml 20°/,iger Kalkmilch und darauf unter gutem Umriihre: 
mit 100 ml 96°/,igen Alkohol versetzte. Den entstandene: 
Niederschlag filtrierte man ab. Das Filtrat nach Verdampfe: 
von Alkohol wurde auf 50 ml verdiinnt. Alaninbestimmung wurd: 
in 0,5 ml ausgefiihrt. Bei der Titration wurde 2,02 mi ?/,,, n- Jod- 
lésung verbraucht, entsprechend 0,1414 mg Alanin-N bzw. 9,75° 
des gesamien Stickstoffs. Der Wert von Osborne und Liddle» 


ist 9,56°/, des gesamten Stickstoffs. 


In gleichem Hydrolysat, in welchem Alanin ermittelt wurde. 
fiihrte man die Bestimmung von anderen fliichtigen Aldehyde- 
bildenden Aminosiiuren in dem Apparat 2 aus. 











une 
mune 
ylaro- 
esul- 
shal 
1M el, 
shy de 
erste 
thode 
u be- 
talen 


" 
, die 


tteln. 
r die 


11N0- 
Pro- 
driv 
uren 
man 


urcl 
sier’ 
OTe- 
ell- 
Sung 
hre! 
enel 
pier 
urd: 
Jod- 
5 0 


le}! 


irde. 


vde- 


0.176 mg Alamin-N, bzw. 7,3°/ 


Bestimmung von gewissen Aminosiuren nach der Ninhydrinmethode 


201 





I. Die Bestimmung wurde mit 0,25 ml ausgefiihrt. Bei der 
Titration wurde 3,37 ml }/,,, n-Jodlésung verbraucht, ent- 
sprechend 0,236 mg N, bzw. fiir die ganze Menge des Hydrolysats 
47,2 mg, welches 32,5°/, des gesamten Stickstofis entspricht. 

II. Die Bestimmung wurde mit 0,5 ml ausgefiihrt. Bei der 
Titration wurde 6,65 ml '/,,, n-Jodlésung verbraucht, ent- 
sprechend 0,466 mg N, bzw. fiir die ganze Menge des Hydrolysats 
16.6 mg, welches 82,1°/, des totalen Stickstoffs entspricht. 

Nach der Literatur ergeben die neuesten mit anderen Methoden 
erzielten Resultate fiir Alanin-N +- Valin-N + Leucin-N + Iso- 
leacin-N + Phenylalanin-N + Methionin-N 32,8 °/, von Gesamt-N des 
Zeins. Unsere Methode hat folglich ein mit anderen Methoden 
cut iibereinstimmendes Resultat geliefert. 

In gleichem Hydrolysat von Zein, in welchem die obigen 
Kestimmungen ausgefiihrt wurden, bestimmte man Phenylalanin 
nach = Kapeller-Adler. Phenylalanin-N betrug 4,00°/, vom 
Gesamt-N, 

Methionin wurde nach Baernstein bestimmt. Methionin-N 
var 1,82°/, vom Gesamt-N. 

Wir haben also in Zein vefunden: 


Nach unseren Nach der 

Bestimmungen Literatur 
\lanin-N. . . ae ee Ge ee 9,75°/, des totalen N 9,56 °/, 
Valin-N + Leucin N + Isoleuein N 7,23 - i : as 1¢,9] 
Phemyialemin-N . 2. 2 2 5 1 ss So) | oe . " 3.99 . 
Methionin-N a ee ee ee : oe r 1 37 


Die nach unserer Methode erzielten Werte und diejenigen 
on verschiedenen Forschern mit anderen Methoden erhaltenen 
sind in guter Ubereinstimmung miteinander beziiglich Zein. 

Kialbumin. 1g Albumin (aus Eiweig, Kahlbaum), ent- 
naltend 121,2 mg N, wurde mit 10 ml konzentrierter HCl hydro- 


lysiert und anschlieBend verfuhr man damit wie oben mit Zein. 


Alanin bestimmte man im Apparat 1 in 1,0 ml. Bei der 
litration wurde verbraucht 2,52 ml '/,,, n-Jodlésung entsprechend 
» des gesamten Stickstoffs. 

Im Apparat 2 bestimmte man die Gesamtmenge der aus 
Aminosiiuren entstehenden fliichtigen Aldehyde. 


I. Fiir die Bestimmung wurde angewandt 0,25 ml. Die 


litration verbrauchte 2,49 ml }/,,, n-Jodlésung, entsprechend 
J,174 mg N, bzw. in ganzen Hydrolysat 34,8 mg = 28,7°/, vom 


resamtt-N des Eialbumins. 
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[I. In der parallelen Bestimmung, ebenfalls aus 0,25 ml, wurde 
verbraucht 2,51 ml 1/,,, n-Jodlésung, entsprechend 0,176 mg \, 
bzw. in ganzen Hydrolysat 35,2 mg = 29,0°/, vom Gesamt-N. 

In gleichem Hydrolysat von LEialbumin bestimmten wi: 
Phenylalanin nach Kapeller-Adler. Phenylalanin-N  betrug 
2,9°/, vom Gesamt-N des Albumins. 

Methionin-N, bestimmt nach Baernstein, war 2,8°/, vom 
(sesamt-N, 

Die in der Literatur bekannten Ergebnisse der Aminosiure- 
bestimmungen aus Hydrolysaten des Kialbumins weichen bedeuten| 
von unseren Werten ab, wie aus Nachstehendem hervorgeht. 


Nach unserer Nach der 

Bestimmung Literatur 
a a re 7,3", des Gesamtstickstoffs  2,2°, 
Valin-N ora re Ley} 

f Sed : 19.9 .. e ee G2? 
Leucin-N + Isoleucin-N. . . | faut 
Phenylalanin-N ..... . 259 35 © 2,8 ,, 
Methionin-N ....... 5 oe ‘ 2,8 ;, 


Der Gehalt des Kialbumins an Alanin und Valin + Leucin + 
Isoleucin ist nach unseren Bestimmungen folglich viel gréBe: 
als ihn die bisherigen Analysenergebnisse zeigten. Die Lial- 
buminanalyse ist eben noch sehr ungenau und mangelhaft, weil 
die gesamte Stickstoffmenge der verschiedenen Aminosiaurei 
(++ Ammoniak) nur 66,2°/, des Gesamt-N von Albumin betrigt. Die 
von uns ermittelten Alanin- und Valin- + Leucin- + Isoleucin- 
mengen erhdhen diese Prozentzahl auf 78,1. 

Casein. 1g Casein ,,.Kkahlbaum* (enthaltend 134,8 mg 
Stickstoff) wurde mit 10 ml konzentrierter HCl hydrolysiert und 
wie oben im Falle Zein behandelt. 

Alaninbestimmung wurde mit dem Apparat 1 in 1,0 ml aus- 
gefiihrt. Bei der Titration wurde in zwei Parallelproben 2,17 m! 
und 2,14 ml ¥/,,, n-Jodlésung verbraucht, entsprechend als Mittel- 
wert 0,151 mg Alanin-N oder 5,6°/, vom Gesamt-N. 

Aus demselben Hydrolysat wurden alle Aldehyde-bildenden 
Aminosiuren im Apparat 2 bestimmt. 

I. Bestimmung mit 0,25 ml. Bei der Titration wurde 2,40 ml 
'/ oo U-Jodlésung verbraucht, entsprechend 0,168 mg N, bzw. fii 
das ganze Hydrolysat 33,6 mg = 24,9°/, vom Gesamt-N des Caseins. 

II. Bestimmung mit 0,25 ml. Bei der Titration wurde 2,33 ml 
'/,99 B-Jodlésung verbraucht, entsprechend 0,163 mg N baw. fir 
das ganze Hydrolysat 32.6 mg = 24,2°/, vom Gesamt-N des Caseins. 
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Der Gehalt von fraglichen Aminosiiuren im Casein ist nach 
ynseren Bestimmungen und nach der Literatur wie folgt: 


Nach unserer Nach der 
Bestimmung Literatur 
PN a), i a ce ae 5,6°,, des gesamten N 5.3%. 
Valin-N owed l n 6,0... | a 
ge - ow 14,3 ,, o e a 12,6 
Leucin-N + Isoleucin-N . . f{ 6,6 ,, 
Phenylalanin-N . .. .. . (2,7) ,. - 97 _ 
Methionin-N ....... (2,0) ,, o 7 2.0,, 
24,60/, 22 6° 


In bezug auf Casein sind unsere Resultate mit den in der 
Literatur erwihnten und nach anderen Methoden erzielten Re- 
sultaten nicht gut iibereinstimmend. Die friiheren Werte sind 
ofienbar zu niedrig. Ks ist zu bemerken, da der Stickstoff in 
allen bis jetzt in Casein gefundenen Aminosiiuren (Ammoniak 
einberechnet) nur 87,6°/, vom total-N des Caseins betrigt. Die 
Werte, welche sich nach unserer Methode fiir Alanin-N und 
Valin-N + Leucin-N + Isoleucin-N ergeben, erhéhen diese Prozent- 
zahl auf 89,6. Die Bestimmungen der iibrigen Aminosiiuren von 
Casein weisen folglich noch bedeutende Mangelhaftigkeiten auf. 


Zusammenfassung 


1. Aus Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin und 
Methionin entstehen mittels Ninhydrinreaktion entsprechende 
Aldehyde quantitativ. 

R - CH(NH,) - CO.H > R- CHO. 


Von den iibrigen im Eiwei8 befindlichen Aminosiuren ent- 
stehen keine fliichtigen Aldehyde mit Ausnahme von Asparagin- 
siure, aus welcher in kleinen Mengen Acetaldehyd entsteht. 

2. Aldehyde werden aus Peptiden nicht gebildet. 

3. Es wurde eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
der oben erwahnten Aminoséuren mit Hilfe der bei dieser Reak- 
tion entstehenden fliichtigen Aldehyde entwickelt. Mittels dieser 
Methode kann man mit beachtlicher Genauigkeit verhiltnismaBig 
schnell bestimmen: 


1. Alanin-N 
2. Alanin-N + Valin-N + Leucin-N + Isoleucin-N + 
Phenylalanin-N + Methionin-N 
3. Valin-N + Leuecin-N + Isoleucin-N. 
4, Die ausgefiihrten Bestimmungen von Hydrolysaten von 
Zein, Casein und Kialbumin haben gezeigt. daB die neuentwickelte 
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Methode in bezug aut Zein mit den von friiheren Forschern dure} 
Anwendung anderer Methoden erzielten Ergebnissen gut iiberein. 
stimmende Resultate ergeben hat. Dagegen sind die in der Lite. 
ratur bekannten Analysenwerte von Casein und besonders Kial-f 
bumin mit Bezug auf Valin + Leucin + Isoleucin viel zu niedrig, f 


Auch der Alanin-Gehalt des Eialbumins ist viel hoéher als i 
der Literatur angefiihrt ist. 


Die Experimente der vorliegenden Untersuchung wurden zun 
gréBten Teil in den Jahren 1938—39 ausgefiihrt. Die Beendi- 
gung der Arbeit nach dem finnisch-russischen Kriege wurde vor 
der Rockefeller Foundation unterstiitzt, wofiir wir hier unseren 


besten Dank aussprechen. 
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As i 2. Mitteilung”) 
Von 

ZU Hans Miller 
endi- 
» VON (Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 
eren Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1940) 

In der vorhergehenden Abhandlung') wurde gezeigt, dab bei 
8). Verfiitterung von salzsaurem Cholin und Lecithin an Hunde, die 
(911 aul Kartoffelkost gehalten wurden, im Harn neben unverindertem 
sberg F (holin Glykokollbetain ausgeschieden wird, d. bh. da& der Hund 


Cholin dehydrieren kann. Regelmibig war auch der Trimethyl- 
amingehalt des Harns vermehrt, wihrend ‘Trimethylaminoxyd 
CH,),NO nur vereinzelt in der Hauptversuchsreihe auftrat. Da 
las ‘Trimethylaminoxyd nicht in jedem Fall aufzutinden war, ist 
ie Annahme berechtigt, daB es sich um einen Nebenweg handelt, 
auf dem ein Teil des Cholins im Darmkanal bakteriell unter 
). lrimethylaminbildung zerfallt, welch letzteres dann, wie Lintzel?) 
beim Menschen zeigte und Hoppe-Seyler*) beim Hund und 
\aninchen bestitigte, fast vollstindig in Trimethylaminoxyd iiber- 
seht und als solches im Harn ausgeschieden wird. Da bei den 
Versuchen am Menschen?) ,normale, willkiirliche Krnaihrung“ 
unter Kinschaltung einzelner Versuchstage gewahit wurde, erschien 

wiinschenswert, das Verhalten der beim Cholin- bzw. Lecithin- 
versuch angetroffenen oder méglichen Abbaustufen bei unseren 
.\artoffelhunden“ zu erforschen. Die Verhiltnisse lagen bei 
iesen Tieren deshalb besonders giinstig, da sie eine stiindig 
cleichbleibende, und nur in ihrer tiglichen Menge in diesen Ver- 
suchsreihen etwas schwankende Kost erhielten und in den Vor- 
ersuchsreihen kein (CH,),NO ausschieden. An die Cholin- 
‘iitterungsversuche schlossen sich nun solche mit salzsaurem 
Trimethylamin, mit Glykokollbetain und Trimethylamin- 


_ } 
AVG an, 





|. Mitteilune: Diese Z. 265, 243 (1940). 
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Uber das Verhalten des (CH,),N-HCl im Tierkérper schreil 


Lintzel*): ,Die Fabigkeit des menschlichen Organismus, ‘Tr. 
methylamin weitgehend abzubauen, ist jedenfalls minimal, und \; 
miissen das Trimethylaminoxyd als das normale Endprodukt de 
Trimethylaminstoffwechsels bezeichnen.“ 

Zwischen dem unveriindert ausgeschiedenen Trimethylami 
und seinem Oxyd beobachtet er zumeist ein Verhiltnis von 1:2 
bis 1:50. Er vermutet das Vorliegen einer physiologischen Be. 
ziehung, eines Redoxvorganges zwischen diesen beiden Aminer, 


worauf auch schon Ackermann, Poller und Linneweh4) hin.f 


gewiesen haben. 


(CH,),NO wurde zuerst im F ischmuskel | Dornhai|°} angetrotien, 


Bei Fiitterungsversuchen an Kaninchen wurde ein Teil des Oxyd J 
wieder im Harn aufgefunden. Nach Lintzel*) wird beim Men-f 


schen (CH,),NO nahezu vollstiindig im Harn ausgeschieden; die §# 
| Korp: 
Die s 


bei der (CH,),N-Verabreichung. DaB sich im Darm erhebliche * 
myles | 
kénnen, zeigte Wiinsche in seinen Versuchen bei der Kinwirkung = 21 


(CH, 


Trimethylaminausscheidung ist nur etwas vermehrt. In diesen 
Falle ist ein Gleichgewicht des Redoxsystems von der Oxydseit: 
her erreicht worden und liegt in derselben GréBenordnung wie 


Mengen ‘Trimethylamin aus seinem Oxyd und Cholin bilder 


von Darmbakterien der Ratte und des Menschen auf verschiedene 
Trimethylammoniumbasen®). Von frischem und gekochtem Leber- 
gewebe wird (CH,),NO unter Abspaltung von Sauerstoff und 
Bildung von Trimethylamin reduziert‘). 

Unsere bisherigen Kenntnisse iiber das Schicksal des Be 
tains im Tierkérper wurden bereits in der 1. Mitteiiung zv- 
sammengestellt. Bei der Behandlung von Glykokollbetain mi 
Darmbakterien werden nur geringe Mengen ‘Trimethylami 
gebildet®). 

In den vorliegenden Versuchen wurden dieselben Hunde uni 
dieselbe Anordnung gewahlt wie bei den Cholinuntersuchungen. 


Tier A erhielt innerhalb von 4 Tagen 3580 mg N als salz- 
saures Trimethylamin verfiittert, d.i. 35,8 mg N/Tag und Kilogramm 
Koérpergewicht (Tab. Ia). In dem Harn nahm der Trimethy!- 
amin-N um 1251 mg zu, auBberdem wurden 442,43 mg Tri- 
methylaminoxyd-N uachgewiesen. Die Steigerung des Ge- 
samt-N (+ 4385 mg) war gréBer, als der zugefiihrte Amin-\ 
(3580 mg). Der fliichtige Basen-N (3594 mg) erreichte etwa desse 
Hihe. Da der wiedergefundene (CH,),N—N nicht ganz ?/, davo1 
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| petrigt, und andere Amine in nennenswerter Menge nicht nach- 
» Teh | gewiesen werden konnten, ist der gréBte Teil als NH,—N zu 
1d wif werten. Wie das Cholin scheint auch das Trimethylamin eine 
ct def gtoffwechselsteigernde Wirkung auszuiiben. Das Verhiltnis 
(CH,),) N/N:(CH,),NO/N = 2,8:1. Von dem gesamten zugefiihrten 
lami; f Amin—N (3580 mg) wurden 34,3°/, (= 1251 mg N) als Trimethyl- 
.1:9)Pamin, und 12 rom (== 4424 mg N) als Trimethylaminoxyd, 
n Bef also insgesamt etwa 47°/, = (1693 mg N) wieder gefunden. Der 
ninen — Rest (3580 — 1683 = 1897 N) snaiakis im NH,—N (3594 — 
) hin. f 1251 = 2343 mg N). Wéahrend sich die Aminausscheidung liber 
‘Haupt- und 1. Nachversuchsreihe erstreckt, wird das ‘T'rimethy|- 
often ‘aminoxyd nur in der Hauptversuchsreihe gefunden. Die Einzel- 
Vxvdef Werte sind in Tab. Ib enthalten 
Men. & Der Hund B (Klein) erhielt in der gleichen Zeit 1790 mg N 
die fais salzsaures Trimethylamin, d. i. 24,9 mg N/‘Tag und Kilogramm 
‘esen F HOrpergewicht. (‘Tab. Ta). Hier liegen die Verhaltnisse dbnlich. 
Iseit: § Die stoftwechselsteigernde Wirkung kommt weniger zum Ausdruck. 
, weg ver tliichtige Basen-N (+ 1385 mg N) nimmt in dem gleichen 
sliche ‘MaB zu wie der Gesamt—N (+ 1338 mg N), das sind etwa */, 
ilde, § es verfiitterten N (1790 mg); in ihm sind 390 mg (CH,),N/N 
-kunof (= 21,8°/, des zugefiihrten N). Auferdem finden sich 395,7 mg 
sdene #(CH,),NO/N (= 22°/, des zugefiihrten N), der wie die (CH,),N- 
ebey-f Vermehrung auBer in der Hauptversuchs- auch noch in der 
undf J. Nachversuchsreihe in Erscheinung tritt. Von dem gesamten zu- 
gefiihrten Amin—N werden damit etwa 44°/, erfaBt; der Rest 
. Be (1790 — 785 = 1005 mg N)isti im NH,-Anteil (1 385 — 390 = 995 mg N) 
me suchen. Das Verhiltnis (CH,),N/N :(CH,),NO/N = 1:1. (Tab. Ib) 
mit Bei den beiden ‘Trimethylaminversuchen wurde nicht ganz 
amin ee Hilfte des N als Trimethylamin und ‘Trimethylaminoxyd 
wieder erfaBt, der Rest ist im NH,-Anteil zu suchen, Nur ein 
pleil, etwa 1/, bis 1/, lag als Oxyd vor, die Hauptmenge war 
EE“ rimethylamin. Bei Verfiitterung kleiner Mengen (100—343 mg) 
3" Pwurde ein fast vollstindiger Ubergang in das Oxyd beobachtet?). 
salz-B bei Zufuhr gréBerer Mengen, wie z. B. in den eigenen Versuchen, 
amu Bgeht nur ein Teil diesen Weg; der Rest erscheint als ‘l'rimethyl- 
hyl- amin und als Ammoniak. Fiir das Verhiltnis des Amins zum Oxvd 
T'ri-fist daher die zugefiihrte Menge des Amins von Wichtigkeit, denn 
(re-B trotzdem Hund A 2 mal (insgesamt) bzw. 1'/,mal (je kg und Tag 
in-\ fF soviel Trimethylamin erhielt als der Hund B, betrug die Oxyd- 
ssc FZunahme bei A nur '/,. Daraus ist zu schlieBen, daB zwar der 
avol FHauptweg des Trimethylamins im Tierkérper zum Trimethylamin- 
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oxyd tihrt, daB allerdings nicht jede beliebige Menge so verarbej: 





Per Ui 
wird und daher gegeniiber dem von Lintzel?) beobachiullll cle 
(CH,),N :(CH,);NO-Verhialtnis erhebliche Abweichungen auftretelf poicht 
kénnen. Die Monomethylaminausscheidung war, soweit tiberhauyf pach 
vorhanden, nicht vermehrt. Bei Dimethylamin konnte eine Zif auch 
nahme festgestellt werden. Kin teilweiser Abbau des Trimethyl§ grhoht 
amins durch Abspaltung von Methylgruppen ist daher méglicif 344 m 

Chiancone§) bestimmte nach dem von Monasterio’) angel gesam 
gebenen Verfahren im Harn von Ratten das Trimethylamin. Diff gind i 
taglhichen Werte schwankten bei einer freigewahlten, gemischtef pines 
Kost innerhalb ziemlich weiter Grenzen. Auf Grund der Beo) findet 
achtung, dab bei vollstandigem Nahrungsentzug und lediglich be§ {rime 
Wasserzufuhr vom zweiten l'ag des Fastens an regelmiBbig ef Das \ 
héhte (bis zum Dreifachen des Gewéhnlichen) Trimethylaminwert§ Anteil 
sefunden wurden, schloB er, dafi das Trimethylamin keinesfalk— Wirk 
exogenen Ursprungs, sondern endogener Herkunft sein mub. Nacif yu 96 
Hoppe-Seyler®) kann bei Einschriinkung der Darmfiulnis (A)-E wahlt 
fiihren, Hunger) Trimethylaminoxyd im Harn sogar ganz ve. griffer 
schwinden. Nach unseren Versuchsergebnissen bei Hunden kau meth 
ein exogener Ursprung nicht ausgeschlossen werden, da eine Zu den | 
nahme des Trimethylamins bei Verfiitterung von Cholin (um daf bedin, 
49 bis 250fache), von Lecithin und, wie noch gezeigt wird, auch bestir 
in geringem Umfang von Betain zu beobachten ist. Die bei del Kreat 
erwaihnten Rattenversuchen beobachtete Steigerung des 'T'rimethy-— Meng 
amins ist sicher endogenen Ursprungs und ist wohl einem ef Nach 
hihten Kiweibzerfall beim Hungerstotiwechsel zuzuschreiben. DieM yeihe 
bei diesem beobachteten Veriinderungen diirfen aber nicht ohn den | 
weiteres auf den gewoéhnlichen Stoffwechsel iibertragen werde 
Verfiittertes (CH,),N erscheint im Harn als NH.,, alii Verfi 
(CH.!,NO und bei reichlicher Zufuhr in unveranderte® Kart 
Form. In den Fallen, in denen bei Verfiitterung von Cholin ode§ trihe 
Lecithin im Harn Trimethylaminoxyd angetroffen wurde, ist all las | 
eine Abspaltung von Trimethylamin im Darm mit Hilfe voll wird 
Bakterien zu denken, ein Vorgang, der nach den Untersuchunge!§f denn 
von Wiinsche®) méglich ist. Dieses (CH,),N kame dann fiir eit schei 
Uberfiithrung in (CH,),NO in Betracht. liber 

bel dem (CH,),NO-2H,0-Versuch wurden 2635 mg N ali kaun 
(CH,),NO-2H,0 in +4 Tagen verfiittert. (Tab. Ila und Ib. fF Ante 
Schon in der Hauptversuchsreihe wurde eine aber den zugefiihrtes} Chol: 
Oxyd N hinausgehende N-Menge (+ 3805 mg) ausgeschieden. lif dai 
der Nachversuchsreihe (1.—4. Tag nach dem Hauptversuch) wall gerin 
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rbeitele ger Gesamt-N gegeniiber der Vorversuchsreihe vermehrt, was auch 
htetell bei den ‘Trimethylaminversuchen der Fall war. Auch dort er- 
ftreteye reichten erst die N-Werte der 2. Nachversuchsreihe (5.—8. ‘T'ag 
rhawif pach der Hauptversuchsreihe) die Héhe der Vorversuchsreihe. 
1¢ Zi Auch die Harnstoff- und fliichtige Basen-N-Werte waren noch 
1ethyf erhoéht. Von dem zugefiihrten Aminoxyd—N (2635 mg) wurden 
Oglic\ 844 mg als (CH,),N-N und 1323 mg als Oxyd—N ertaBt, also ins- 
ange gesamt 69,2 o/,. (Tab. Ifa.) Die fehlenden 36,8°/, (= 968 mg) 
1. Diff gind im NH,- und U*-Anteil zu suchen; ein vollstindiger Abbau 
schtef pines Teiles des (CH,),NO ist wahrscheinlich. In diesem Versuch 
Beoi findet man auch in der 1. Nachversuchsreihe kleine Mengen von 
ch be Nrimethylaminoxyd und eine geringe Vermehrung des Amins, 
ig ef Das Verhiltnis Amin: Oxyd = 1:4; also auch hier ein erheblicher 
wert! Anteil Amin. Wiinsche®) konnte bei seinen Versuchen iiber die 
esfalkf Wirkung von Darmbakterien auf (CH,),NO zeigen, dab dieses bis 
Naciffyu 96,3 °/, in das Amin iibergehen kann und da8 unter den ge- 
S (Alf wihlten Versuchsbedingungen die (CH,),N-Gruppe nicht ange- 
; Ve priffen wird. Um festzustellen, ob die Methylgruppen des Tri- 
kau methylaminoxyds zum Aufbau von Kreatin(in) herangezogen wer- 
1e Ziff den bzw. ob die Kreatin(in)-Ausscheidung unter den Versuchs- 
m da} bedingungen zunimmt, wurden hier Kreatinin und Ges.-Kreatinin 
auc bestimmt. Die Kreatinausscheidung war nicht vermehrt. Beim 
el dev Kreatinin ist zwar eine gegeniiber der Vorversuchsreihe erhéhte 
ethy-f Menge im Harn anzutreffen; diese Steigerung hilt auch in der 
n elf Nachversuchsreihe an. Da aber der Ges.-N. in der Nachversuchs- 

Dif reihe ebenfalls erhéht ist, erscheint ein KintluB des (CH,),NO auf 
ohnef den Kreatininstofiwechsel fraglich. 


orden SchlieBlich wurde das Schicksal des Glykokollbetains bei 
| ali Vertiitterung an die ,,.Kartoffelhunde* untersucht (Tab. [iLa, Hib). 
erter—e \artoffeln enthalten kein Betain?*). Demnach sind auch die 


7 


Ode iriheren Versuchsreihen nicht durch Nahrungsbetain beeinflubt. 
st aif Das Glykokollbetain (2400 mg N) wurde in 4 Tagen verfiittert. Ks 
| wie wird bereits in der Hauptversuchsreihe ausgeschieden (Tab. I11b); 
ingel® denn der Ges.-N weist eine Zunahme von 3120 mg aut. Dabei er- 
ell’ scheint aber nur ein Teil als U*/N, da dieser nur um 1340 mg 
liber den anderen Versuchsreihen lag. Der fliichtige Basen-N war 
N ak—F kaum veriindert. Der in ihm auf Rechnung des (CH,),N—N gehende 
[1b Anteil mit 6,68 mg liegt an der unteren Grenze des bei den 
brtetF Clolinversuchen erfabten ‘rimethylamins. Nun zeigte es sich, 

lu daS Darmbakterien zum Unterschied yom Cholin aus Betain nur 
geringe Mengen ''rimethylamin bilden kénnen.*) Méglicherweise 
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ist die geringe Amin—N-Zunahme daraut zuriickzufiihren. (CH,),\if 


lieB sich nicht nachweisen. An unverindertem Betain wurden jy, 
gesamt 1110 mg Betain—N als Betaingoldsalz gewonnen, d. i. 42° 
des zugefiihrten Betains; dagegen gelang es nicht, Cholin nach. 
zuweisen. 
nach kein riicklaufiger Vorgang zu sein. Dies spricht gegen di 
Auffassung von Kahane!), der aus der Tatsache, dab Betai, 
die gleiche Wirkung auf das Leberfett ausiibt wie Cholin wi 
Lecithin, fiir diese Fahigkeit des Betains eine Reduktion a 
Cholin annimmt. Da eingespritztes Betain beim Kaninchen (i 
reatininausscheidung vermehren soll+*), wurde das vorgebildet: 
und gesamte Kreatinin bestimmt. Es konnte keine Veriinderuy 


in diesem Sinne festgestellt werden. 
Der Hund vermag selbst gréBere Mengen Betain abzubauer, 


Die Dehydrierung des Cholins zu Betain scheint den 





in diesem Falle von 20¢ Betain 11,7 g; der geringfiigige Ar. 
stieg des Trimethylamins deutet darauf hin, daB der Abbau diese: 
Amin nicht als Zwischenstufe bildet, sondern daB man seine Ent. 
stehung der Einwirkung von Bakterien im Darm zuschreibe: 
darf. Obwohl eine Zunahme des Kreatin(in)s nicht beobachte' 
wurde, so schlieBt dieser Befund nicht aus, dab die Methylgrupper 
zu anderen Methylierungen verwendet werden kénnen. Die Summe 
des unverainderten Betains (1110 mg N) und des vermehrt aus. 
geschiedenen Harnstoffs (1340 mg U*/N) entspricht mengenmibi 
dem zugefiihrten Betain—N. Daraus ist zu ersehen, daB der \ 


des vyollstindig abgebauten Betainmolekiil im Harnstoti erscheintf 


Mono- und Dimethylamin waren nicht vermehrt. 


Versuchsteil 


Versuchsanordnung und Erniihrung wurden bereits friither') beschriebe: 
Einzelheiten sind den Tabellen zu entnehmen. Unter ,,NH,“-N sind all: 
Aiichtigen Basen zu verstehen. 
enthalten. 


Tabelle la 


Trimethylaminfiitterungsversuche 





Verfiittert mg (CH,),N/N Zunahme (mg) im Harn an 
Tier 
je kg u. Tag (CH,),N/N (CH,),NO/N 


Gres.-Menge 


142,45 


395,7 


Hund A 3580 00,8 125] 


Hund B 390 








In ihm ist daher noch der Trimethylamin-\ 
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Uber 


den Cholinstotiwechsel 


‘Tabelle Ib 


N-Verteilung in den einzelnen Versuchsreihen (in mg) 





Versuchs- | Ges-N | ,.NH,"/N | (CH,),N/N |(CH,),NO/N*) 
reihe 3 
Hund A Vor-| 13240 S86 5.42 
“Ll 11400 1100 2,15 
Haupt- 14500 2940 1120,0 142.4 
Nach-I 14260 2870 137,34 
-[] 12950 1167 2.54 
-I] 11160 1280 2,76 
je { Tage 
Hund B Vor-] 10340 592 1.57 
» “Ll 11190 1246 3,15 
Haupt 10164 1940 339,D 349,02 
Nach-] 10500 L070 29,5 16,0] 
1] 8623 773 2.45 
LI S500 H40 2,91 
i 4 Tage 

















Auber mit dem Reduktionsverfahren auch als Pikrat nachgewiesen. 


Trimethylaminoxyd. Zur Darstellung des(CH.,),NO-2H,O wurde 
das von Dunstan und Goulding?) angegebene Verfahren dahin 
abgeiindert, daB die Lésung aus 10 ccm 30°/,igem (CH,).N und 
60 cem 3°/,igem H,O, nach 24stiindigem Stehen im Vakuum zur 
Trockne eingedampft und der Riickstand mit Methanol ausgezogen 
wurde. Das (CH,),NO-2H,O wurde aus Methanol oder Athanol 
umkrystallisiert. ‘Schmelzp. 9 98°. Ausbeute 73°/,. 


Wie schon berichtet'), fillt Trimethylaminoxyd mit Reineckesiiure bei 
kongosaurer Reaktion fast quantitativ aus, 1 Mol (CH,),NO: 1 Mol Reinecke- 
siiure (CH,),NO +» [((SCN), (NH,). - CrJH. Molgewicht 394,43. Das Reineckat 
krystallisiert in langgestreckten, doppelbrechenden, rétlich gefirbten Rhom- 
ben, deren Liingsachse etwa doppelt so lang ist wie die Querachse. Meist 
sind die Krystalle in Rosettenform zusammengelagert. Zersetzungspunkt 
les 2mal aus Acetonwasser umkrystallisierten Reineckats 247—249° bei 
angsamem Erhitzen; bei 220-——225° beginnende Verfiirbung. ‘Trimethylamin- 
xvd-Reineeckat: 

Ber. Cr 13,19 N 24,86 
Gef. ,, 13,4; 13,5 ,, 24,28; 24,29. 


Was Reineckat laBt sich aus Aceton umkrystallisieren oder in médglichst 
wenig Aceton gelést mit Wasser ausfiillen. Léslichkeit bei 25°: Am leich- 
testen ist es in Methylalkohol (2,4 g/100 cem-Lésung) léslich, dann folgen 


\ceton (etwa 2°/,), 50 / olger Athylalkohol (1,6), H,O (0,8), Dioxan (0,56), 
) £ 2 


| 169) jeer Athylalkohol, ‘absoluter — Isopropylalkohol, Amy]- 
alkohol (etwa 0,5°/,), Butylalkohol, (0, 39), Gut léslich ist es ferner in 
Phenylmethylketon, 


Methylithylketon, © cienctiotiyacin AuBerdem lost 
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sich das Reineckat in Ammoniak, Piperidin, Pyridin, Anilin und Chino); 
verhiltnismiBig leicht. Auf Zusatz von Wasser fiillt es aus der Pyridi 
wie aus der Acetonlésung wieder aus. 

Unlédslich ist das Reineckat in Tetrachlorkohlenstoft, Chlorofon, 
Benzol und Toluol. In Essigester ist es sehr wenig léslich. Von Eisess), 
wird es beim Stehen unter Griinfiirbung (Cr°:*) zersetzt. 

Auber in den genannten Ketonen und Aminen ist das Reineckat av 
noch in Formaldehyd, Acetaldehyd, Benzaldehyd und Glycerin léslich. 


Bei der Aufarbeitung tindet man das T'rimethylaminoxyd 1} 
g J 





dem Cholin und Betain in dem bei kongosaurer Reaktion erhal.| 
tenen Reineckatniederschlag oder in dem ammoniakléslichen An.| 
teil mit dem Betain. Das Trimethylaminoxyd ist also mit den| 
Betain vergesellschaftet. 


Verfahren zur mafanalytischen Bestimmung von Chrom in| 


Reineckaten. (Jodometrisch). — 50—100 mg Reineckat werden i 


einem 300 ccm-Kjeldahlkolben mit 5 com 30°/,iger Natronlaug: 


iibergossen, mit destilliertem Wasser auf etwa 150 ccm verdiinn 
und mit 1 ccm Perhydrol zur Analyse (Merck) versetzt. Nac! 
Durchmischen wird der Kolben fiir wenigstens 3 Stunden in ei 
siedendes Wasserbad gestellt und Ofters umgeschiittelt. Nachden 


die Gasentwicklung vollstiindig aufgehért hat (das iiberschiissige} 


H,O, muB zerstért sein) und die Fliissigkeit rein gelb geworder 
ist, neutralisiert man mit konzentrierter Salzsiiure (etwa 4,5 ccm, 
laBt erkalten und gibt 5 cem .,Gemisch*, bestehend aus 25 cen 
15°/, KJ, 5 com konzentrierter HCl und 10 ccm Jodzinkstiirke- 
lésung (Merck) dazu; eine beim Mischen oder Aufbewahren im 
Dunkeln auftretende Blaufiirbung des ,,gemisches“ wird mit n/10- 
Na,5,O, eben beseitigt. Das bei der Umsetzung mit dem Chroma‘ 
entstandene Jod wird langsam mit n/10-Na,8,O, titriert (Um- 
schlag blau: griin). 


Berechnune ......... J1eem n/10-Na,S,0, 1,733 mg Cr 
Genauigkeit des Verfahrens. . Bei Einwagen von 30mg an + 0,4 


Trimethylaminoxydfiitterungsversuch. Das zur Vertfiitterung 
hergestellte Trimethylaminoxyd war frei von Trimethylamin. 


Tabelle Ila 





Vertiittert Zunahme (mg) im Harn an 


mg (CH.),NO,N ee : 
ii (CH,).N/N (CH,),NO/N 


Ges.-Menge§ jekg und lag 


emer atte és a 
Hund 9635 {2 344 1323 
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Tabelle IIb 


N-Verteilung in den Versuchsreihen (in mg). 





| 
| 
| 
{ 
| 
| 
| 
| 























ree 3 Kreatinin 
\ PTSUCIIS ' a ~7 T ‘ Y Y ei ATC Y . Sons . 
) A ‘iI JE1g)gN/2 g)g NO/NI " 
a $ EA NIH,‘ /N (CH,),N/N{(CH,),NO/N Ges.-| Vorge-| Krea- 
SC ls N  bildet | tin 
Vor 7535] 4833 814 5,07 ~~ 1775 1314 461 
Haupt 11340) 5764 1386 326,8 1300 2106 1684 | 422 
Nach 10150} 6520 1258 27,3 23 2240 1728 | 512 
je 1 Lage 
Glykokollbetainfiitterungsversuch 
Tabelle Illa 
Verf iittert Zunahme (mg) im Harn an 
mg Betain/N pitas aad eres 
; f _, | Betain/N*)  (CH,);N/N  (CH;);NO/N 
Ges.-Menge | je kg und Tag 
fund 2400 38,7 1110 6,68 











‘, Das Betain wurde als Goldsalz nachgewiesen. 
\iischschmelzp. (224°) und die Goldwerte 43,20, 43,14°/) (Ber. 43,14). 


Tabelle IIb 


Sehmelzp. (224 


N-Verteilung in den Versuchsreihen (in mg) 


9). 





Versuchs- 


reihe 


Vor- 
Haupt- 
Nach- 


je 4 Tage 








z\s 

“4 | 22/,,NH,“/N 
> be 

7489] 4804 712 
10590) 6040 790 
74491 4612 854 

















(CH,),NO/N] 





Zerlegung des Cholinreineckates mit HgSO,. 
und Bischoff?!4) zerlegten die Reineckate mit Ag,S5O,/BaCl,. 
Dieses Verfahren ist fiir kleinere Mengen das Verfahren der Wahl. 
Fiir gréBere Mengen, zur praparativen Aufarbeitung kann an Stelle 
es Ag,SO, das entsprechende Hg" dienen. Das in Acetonwasser 
(1:1) geléste (Cholin)-Reineckat wird mit HgSO, (50 ccm konz. 
H,S0,, 200 g HgSO,, 950 ccm H,O) so lange versetzt, bis die 
gesamte Reineckesiiure ausgefallt ist, erkenutlich an dem Auf- 
treten von basischem Quecksilbersulfat. Aus der vom Quecksilber- 
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Kreatinin 
.._ |\Vorge-| Krea 
Ges. bildet tin 
1860 1412 433 
1505 | 1339 166 
1540 13872 L169 
Kapfhammer 


15 
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reineckat abfiltrierten Lésung wird das iiberschiissige Hg" durch Kj). 
leiten von H,S, die tiberschiissige Schwefelsiure mit Bariumchlorj 
entfernt. Kine mitunter nach dem Kinleiten von H,S noch ve. 
bleibende Rotfarbung riihrt von Zersetzungsstufen des Reineckat; 
die durch Quecksilber-, meist auch durch Silbersulfat nicht «. 
fillt werden, her. Beim Erwiirmen der rétlichen Liésung auf de 
Wasserbad verschwindet die Farbe; das Chrom geht in di 
Swertige Stufe iiber. AuBberdem tindet man Ammoniak und Rho. 
danid; letzteres kann mit Ag,SO, ausgefillt werden. Der be 


der Entfernung der SO,-lonen anfallende BaSO,-Niederschlag iu}! 
smal gut ausgewaschen werden; auf diese Weise gelingt es, }i:| 


zu 99°/, des Cholins zu erhalten. 


Zusammenfassung 
1. Bei Verfiitterung von salzsaurem Trimethylamin an Hunk 
wird etwas weniger als die Hilfte unverindert bzw. als Oxyd in 


Harn wiedergefunden; der Rest ist im Ammoniakanteil zu suchen} 


Bei Zufuhr gréBerer Aminmengen scheint der Korper nicht ir 


der Lage zu sein, das Gleichgewicht fast vollstiindig nach der} 


oxydierten Seite zu verschieben, wie dies bei kleinen Menge: 
beobachtet wurde. Die Dimethylaminausscheidung war etwas 
vermehrt, so daB ein Abbau durch stufenweise Abspaltung de 
Methylgruppen modglich ist. Ob das Trimethylamin des Harn 
endogener Herkunft ist, labt sich durch diese Versuche nicht ent: 
scheiden, eine Beeinflussung durch die Nahrung erscheint ziew- 
lich sicher. 

2, Bei Verfiitterung von T'rimethylaminoxyd wurden fast °’, 
des zugefiihrten N im Harn wieder erfaBt, und zwar 4/, unver- 
iindert und 3/, als Trimethylamin; das fehlende Drittel steckt in 
Ammoniakanteil. Eine Zunahme der Mono- und Dimethylam- 
werte wurde nicht beobachtet. Die Kreatinausscheidung war nich 


vermehrt. Der Anstieg des Kreatinins wird nicht einer unmittel-| 


baren ‘T'rimethylaminoxydwirkung zugeschrieben. 

3. Bei Verfiitterung von Glykokollbetain wird etwas wenigel 
als die Halfte des Betain—N im Harn in unverinderter Form 
wieder erfaBt, der restliche N erscheint im Harnstoff. Der Hund 
vermag demnach verfiittertes Betain weitgehend abzubauen. Det 
veringfiigige Anstieg der Trimethylaminausscheidung laBt die 
Vermutung zu, daB es sich bei der Bildung dieses Amins ui 
einen Nebenweg (Darmbakterien) handelt. Mono- und Dimethyl- 
uinin sind nicht vermehrt. Der Ammoniak—N nimmt nur wenig 2U. 
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Die bei den Cholinversuchen beobachtete Trimethylamin- 
‘qunahbme im Harn darf demnach dem Cholin und nicht dem daraus 
entstandenen Betain zugeschrieben werden. Auf die Kreatin(in)- 
ausscheidung hatte verfiittertes Betain keinen KinfluB. 

4, Angaben iiber a) die Eigenschaften des ‘T'rimethylamin- 
oxydreineckats, insbesondere seine Léslichkeit, 

b) ein maBanalytisches Bestimmungsverfahren von Chrom in 
Reineckaten, 

c) die Kignung von Quecksilber(2)sulfat zur Zerlegung von 
Reineckaten. 


Diese Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft und der Freiburger  wissen- 
schaftlichen Gesellschaft durchgefiihrt. Fir die Bereit- 
stellung der Mittel danke ich bestens. 


Nachtrag zur Korrektur 


In einer soeben erschienenen Arbeit ,,Uber die fliichtigen 
Alkylamine im menschlichen Stoffwechsel“ { Diese Z. 285, 275 (1940)| 
weist J. Rechenberger darauf hin, daB meine Befunde [Diese Z. 
263, 243 (1940)] ,,in grundsitzlichem Widerspruch zu den Ergeb- 
nissen nach Cholingaben, die sich in geringeren bzw. physivlogischen 
Grenzen bewegen“, stehen. ,,Vielleicht handelt es sich hier um 
pathologische Vorgange.“ 

Der ,grundsiatzliche Widerspruch“ besteht bei den von ihm 
genanaten Untersuchungen wohl darin, da8 im Harn nach Ver- 
fiitterung kleiner Cholinmengen an den Menschen (Lintzel) oder 
nach Kinspritzung etwas gréBerer Cholinmengen unter die Haut 
eines Hundes (Fuchs) nur eine geringe (Mensch) oder keine (Hund) 
Vermehrung der Trimethylaminoxydausscheidung beobachtet wurde, 
wihrend in meiner Arbeit nach Verfiitterung groBer Cholingaben 
an Hunde meist keine vermehrte ‘Trimethylaminoxydausscheidung, 
wohl aber eine solche des Trimethylamins festgestellt wurde. 
Abgesehen davon, da die Versuchsanordnung nicht in allen 
Fillen gleich war, kann es sich doch nur um einen scheinbaren 
»grundsitzlichen Widerspruch“ handeln, Wihrend es sich im 
ersten Fall um einen gewdhnlichen Zustand handelt, liegt in 
meiner Arbeit ein gewollter Grenzfall oder nach Rechenberger 
ein ,pathologischer Vorgang“ vor. Die in meinen Versuchen an- 
gewandten Cholinmengen muBten aus den damals angefiihrten 
Griinden so groB gewahlt werden; sie muBten sich daher leider 
15 
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auch pharmakologisch z. B. auf den Darm auswirken. Nur 9 
gelang es mir die mutmaBliche Zwischenstufe beim Cholinabbau, 
nimlich das Betain, zu fassen. Ich war mir bewuBt, daB es sic), 


um einen Grenzfall handelt. Leider laBt sich das nicht imme; 


vermeiden, wie dies ja auch aus dem Isobutylaminversuch yoy 
Rechenberger und den Versuchen yon Fuchs hervorgeht. 
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Quantitative Wertung des Umsatzes der Phosphatester 
in der Darmschleimhaut von Ratten 
wahrend der Fructoseresorption 
Von 
Kaj Kjerulf-Jensen und Uinar Lundsgaard 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. September 1940) 


Die selektive (aktive) Resorption von gewissen Kohlenhydraten, 
»esonders Hexosen, wurde schon 1902 von Nagano nachgewiesen 
und dann spiiter eingehender von Cori (1925) beschrieben. Wil- 
brandt und Laszt (1933) haben die Hypothese aufgestellt, dah 
lie aktive Hexoseresorption durch eine Esterifizierung der Hexosen 
uit Phosphat wihrend der Resorption zustande kommt. Diese 
Hypothese fand spiterhin ihre Stiitze in mehreren Arbeiten im 
wesentlichen aus dem Verzarschen Institut; Laszt und Siill- 
mann (1935) haben so eine ausgeprigte Anhaufung von Phosphat- 
ester in der Darmschleimhaut bei Hexoseresorption gefunden. 
Diese Befunde sind von Lundsgaard (1939) bestitigt worden. 
Hinzu kommt, da die Hexoseresorption von Phloridzin gehemmt 
wird (Nagano 1902, Lundsgaard 1933, Wertheimer 1933). 

Nachdem die Bildung von Phosphatestern in der Darm- 
‘chleimhaut wahrend der Hexoseresorption also jetzt feststeht, ist 
die Kenntnis der Geschwindigkeit ihrer Bildung und ihres Abbaues 
von groBer Bedeutung. Die vorhandenen Ester miissen als Re- 
sultante einer standig gleichzeitig verlaufenden Phosphorylierung 
und Dephosphorylierung aufgefaBt werden. Obwohl die Zunahme 
ler Kstermenge in der Darmschleimhaut wiihrend der Hexose- 
resorption kaum mehr als der Hexosemenge entspricht, die im 
Verlaufe einer halben oder einer Minute resorbiert wird, ist es 
sehr wohl denkbar, daB der Ksterumsatz mit einer Geschwindig- 
keit verliuft, die mit der Resorptionsgeschwindigkeit der be- 
treffenden Hexose, oder jedenfalls des Anteiles der Hexose, der 
aktiv resorbiert wird, tibereinstimmt. Kine solche Geschwindigkeit 
nuB als eine notwendige Voraussetzung fiir die Aufrechterhaltung 
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der obenerwiihnten Hypothese von Wilbrandt und Laszt an. 
gesehen werden. 

Kine Beurteilung der Geschwindigkeit des Esterumsatzes 
setzt voraus, daB die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung 
zum Stillstand gebracht wird. In der erwihnten Arbeit yon 
Lundsgaard (1939) wird eine Methode hierzu vorgeschlagen, 
Nachdem in dieser Untersuchung gefunden worden war, daB die 
Kinfiihrung einer n/ .,-Natriumfluoridlésung in den Rattendarm 
die phosphatische Aktivitat nicht merkbar vermindert, versuclite 
Lundsgaard die Phosphorylierungsprozesse in der Darmschlein- 
haut durch eine starke Cyanidvergiftung des Tieres schnell zum 
Stilistand zu bringen und dann die Zerfallszeit fiir die bei der 
Fructoseresorption gebildeten Ester zu messen. In den von 
Lundsgaard ausgefihrten, orientierenden Versuchen wurden die 
Ratten 15—20 Minuten nach Kinfiihrung der Fructoselésung in 
den Darm durch Injektion von 1 ccm °/,,-Kaliumcyanidlésung in 
die A. carotis getétet. 1—1’/, Minuten nach der Cyanidinjektion 
wurde der Darm zur Analyse herausgenommen. In zwei der- 
artigen Versuchen zeigte sich, daB innerhalb einer Minute nur 
eine geringe Phosphatabspaltung stattfand. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche wurden in erheb- 
lich gré8erer Anzahl und mit Anwendung der doppelten Cyanid- 
dosis durchgefiihrt. In allen diesen Versuchen wurde recht weseut- 
liche Phosphatabspaltung schon innerhalb der ersten Minuten 
nach der Cyanidinjektion gefunden. 


Methodik 


Die Mehrzahl] der Versuche wurde in allen wesentlichen Teilen 
ausgefiihrt, wie es in der friiheren Arbeit von Lundsgaard (1939) 
gegeben ist. Dies gilt auch fiir die Priparierung der Schleimhaut und die 
Technik der Aaiipise, Als Versuchstiere dienten ausgewachsene Ratten 
mit einem Gewicht von 220—300 g. 

In mehreren Versuchen wurde die eine Hilfte des Darmes zur Kon 
trolle benutzt, wihrend der Versuch selbst an dem iibrigen Darm ausgefiilirt 
wurde, Der Gehalt an siureléslichen Phosphatfraktionen war in dem oberen 
(oralen) und dem unteren (analen Darmabschnitt in 3 Versuchen, innerhalb 
der Feblergrenze der Versuche, der gleiche. 

Um so wirkungsvoll und so schnell wie moglich die Phosphorylieruns 
in der Darmschleimhaut zum Stillstand zu bringen, wurde statt °/,,-Kalium 
cyanid in diesen Versuchen °/;-Natriumeyanid in einer Menge von | cem in 


an 


5 
die A. carotis injiziert, wodurch gleichzeitig die Méglichkeit einer akuten 
Kaliumwirkung auf das Herz beseitigt wurde. Der Zeitraum zwischen 
Cyanidvergiftung und Herausnahme des Darmes, der in eisgekiihlter Ringer 
lésung angebracht wird, variierte yon 15 Sekunden bis 10 Minuten. 
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Versuchsergebnisse 


Die GréBe und Geschwindigkeit der Phosphatabspaltung bei 
der Dephosphorylierung der wahrend der Fructoseresorption ge- 
hildeten Ester geht aus den Kurven der Figur hervor, die teils 
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Anstieg im direkt bestimmbaren P und Fall des leicht hydrolysierbaren Ester-P der 
Fructose resorbierenden Darmschleimhaut nach Cyanidvergiftung, 
Ordinate: mg P/100 g Trockensubstanz. Abszisse: Zeit in Sekunden. 


EF: Mittelwert von 22 Bestimmungen des leicht abspaltbaren Esterphosphats der Fructose 
resorbierenden Darmschleimhaut, 

UR: Mittelwert von 26 Bestimmungen des leicht abspaltbaren Esterphosphats der rubenden 
Darmschleimhaut. 

AR: Mittelwert von 22 Bestimmungen des direkt bestimmbaren Phosphats der ruhenden 
Darmschleimhaut. 

AF: Mittelwert von 26 Bestimmungen des direkt bestimmbaren Phosphats der Fructose 
resorbicrenden Darmschleimhaut. 


den Anstieg an anorganischem (direkt bestimmbarem) Phosphat, 
und teils die Verminderung des leicht hydrolysierbaren Ester- 
phosphats angeben. Die Phosphatabspaltung ist in Beziehung 
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zu dem Zeitraum gesetzt, der zwischen Cyanidvergiftung und Ge. 
frierung des Darmes verstrichen ist. In der Figur sind weiterhiy 
die Durchschnittswerte fiir die in den Koutrollversuchen gefun. 
denen Werte fiir das anorganische Phosphat und leicht hydroly. 
sierbare Phosphat in den ruhenden und Fructose resorbierendey 
Darmabschnitten als horizontale Linien eingetragen. Es sei er. 
wihnt, daB die in unseren Versuchen gefundenen Werte fiir die 
verschiedenen Fraktionen des siiureléslichen Phosphats der 
ruhenden und aktiven Darmschleimhaut innerhalb der gleichey 
Grenzen liegen, die Lundsgaard (1939) mit gleicher Versuchs.- 
anordnung gefunden hat. 

Die Kurve (Figur) fiir das anorganische Phosphat erreicht 
das Niveau des Ruhewertes zu einem Zeitpunkt, wo das leicht 
hydrolysierbare Phosphat noch wesentlich iiber dem Ruhewert 
liegt. Dieses Verhalten hingt damit zusammen, daB die Ester- 
menge bei der Fructoseresorption stiirker zunimmt als die Menge 
des anorganischen Phosphats abnimmt, da die Menge an Ge- 
samt-P in der Darmschleimhaut gesteigert wird (vgl. Tab. 1). 


Tabelle 1 


Anderungen im siiureléslichen Phosphat der Schleimhaut innerhalb der ersten 

Minute nach der Cyanidinjektion. Zum Vergleich sind gleichzeitig die Werte 

beim Ubergang von der Fructoseresorption zur Ruhe angegeben. Die Zahlen- 
werte bezeichnen mg P/100 ¢ ‘Trockensubstanz 
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Anzahl der Bestimmungen| 15] 21 10 5 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


Wie die Kurven der Figur zeigen, verliiuft die Zunahme an 
anorganischem Phosphat und der Fall im Esterphosphat nach 
Cyanidvergiftung mit ausgesprochen abnehmender Geschwindigkeit. 
In den ersten 20—30 Sekunden nach der Cyanidinjektion ist die 
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e. | Spaltungsgeschwindigkeit erheblich, aber erst nach 2—3 Minuten 


iy © erreicht das anorganische Phosphat Werte, die dem Gehalt an 
te anorganischem Phosphat in dem sdenin Darm entsprechen. 
y. & Die abnehmende Spaltungsgeschwindigkeit ist zweifellos eine ein- 
1 — fache Folge des Abnehmens der Estermenge in Verbindung mit 
r. der gleichzeitigen Anhaufung von anorganischem Phosphat. Wenn 
ie ® man daher die Geschwindigkeit des Esterumsatzes bei der Fruc- 


» — toseresorption, ausgehend von der nach Zyanidvergiftung ge- 
1 | fundenen Spaltungsgeschwindigkeit beurteilen will, muB es be- 
; [EF rechtigt sein, den ersten Teil der Spaltungskurve, wo die Spal- 

‘tungsgeschwindigkeit am gréLten ist, dieser Bewertung zugrunde 

t — zu legen. Man muB8 indessen beriicksichtigen, daB verschiedene 
+t IE Faktoren auch innerhalb der ersten 20—30 Sekunden nach der 
Cyanidinjektion die Spaltungsgeschwindigkeit beeinflussen kénnen. 
. —& Diese ist also kein vollkommen verlaBliches Mab fiir die Ge- 
» — schwindigkeit des Esterumsatzes in der Darmschleimhaut bei 
. — Fructoseresorption. Folgende Fehlerquellen kénnen bei der Be- 

wertung von Bedeutung sein: 

a) Der Fall in der Estermenge und die Anhiufung des an- 
organischen Phosphats miissen sich sofort vom Beginn der Spal- 
tung an — wenn auch in geringerem Grade als spiiterhin — 
seltend machen. 

Dies wird in der Richtung wirken, daB selbst dann die Ge- 
schwindigkeit des Esterumsatzes zu niedrig geschitzt wird, wenn 
auch der erste Teil der Spaltungskurve zugrunde gelegt wird. 

b) Die Cyanidvergiftung tritt trotz der fuBerst kurzen In- 
jektionszeit und der groBen Dosis kaum momentan ein, so dab 
ein geringer Grad von Phosphorylierung in den ersten Sekunden 
nach der Injektion wahrscheinlich vorhanden ist. Auch dieser 
— sollte eine zu niedrige Wertung der Geschwindigkeit des 

Ksterumsatzes bedingen. Eine wie groBe Bedeutung dieser Faktor 
hat, versuchten wir zunichst in Versuchen zu analysieren, in 
denen gleichzeitig mit der Cyanidlésung radioaktives Phosphat 
injiziert wurde. Die Versuche fielen aber wegen der zu geringen 
\ktivierung des anorganischen Phosphats in der Darmschleim- 
haut in der sehr kurzen Versuchsperiode negativ aus. 

Nachdem sich gezeigt hatte, daB schon 2 Minuten nach der 
‘“ructosezufuhr in dem Darm eine Verminderung des anorgani- 
schen Phosphats in der Darmschleimhaut nachweisbar ist, haben 
wir versucht die genannte Fehlerquelle dadurch zu analysieren, 
daB in einigen Fallen die Fructoselésung erst gleichzeitig mit 
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be ee 


der interarteriellen Cyanidinjektion in den Darm eingefiihrt wird, 
Wie aus Tab. 2 ersichtlich, ist selbst unter diesen Umstiinden ei), 
geringer Fall im anorganischon Phosphatgehalt der Darmschleim. 
haut nachweisbar, was besagt, da die Esterifizierung nicht mo- 
mentan durch die Cyanidinjektion zum Stillstand gebracht wird, 
sondern erst nach einer gewissen Latenzzeit. 


Tabelle 2 


Bestimmungen der Phosphatfraktionen der Darmschleimhaut in einem Ver- 

such, in welehem die Fructoselésung gleichzeitig mit der intraarteriellen 

Injektion von Cyanid in den Darm eingefiihrt wurde. Der Darm wurde 
1 Minute nach den Injektionen exstirpiert 














~ ~<« j 3 b = rm 
Ratte Nr. 53 Direkt eee i, Fes Piso | Total P 
stimmbares | 8 | 
Fructose resorbierende | 134 934 249 276 479 
Darmabscehnitte { . wu ‘i - 
Ruhende Darmabschnitte 142 236 252 265 476 








c) Die nach der Cyanidvergiftung eintretende Esterspaltung 
betrifft vermutlich nicht allein die bei der Fructoseresorption 
neugebildeten Ester, sondern auch die schon im ruhenden Darm 
vorhandenen ,,priformierten“ Ester. Dies muff im Sinne einer 
zu hohen Bewertung der Geschwindigkeit des Esterumsatzes 
wirken, wenn die Geschwindigkeit der Esterspaltung zugrunde 
gelegt wird. Dieser Fehler ist aber wohl nicht von entscheidender 
Bedeutung, da die ,,priformierten“ Ester nach der Cyanidvergiftung 
viel langsamer gespalten werden, als die bei der Resorption ge- 
bildeten. Dies zeigen schon die Kurven der Figur, die praktisch 
nicht weiter steigeu, wenn ein den normalen Ruhewerten ent- 
sprechendes Niveau erreicht worden ist. Mit gréBerer Sicherheit 
lieB sich die langsame Spaltung jedoch in Versuchen zeigen, dic 
direkt zur Untersuchung der Spaltung der ,,praformierten“ Kster 
nach einer Cyanidvergiftung, wie sie auch in den tibrigen Ver- 
suchen angewandt wurde, angestellt wurden. In 11 derartigen 
Versuchen, in denen ruhende Darmabschnitte '/,—10 Minuten 
nach der Cyanidinjektion analysiert wurden, fand sich eine weit 
geringere Phosphatabspaltung als in den Fructose resorbierenden 
Abschnitten des Darmes. Am wichtigsten ist in diesem Zu- 
sammenhang, daB die Phosphatabspaltung innerhalb der ersten 
Minuten ganz unbedeutend ist. 
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Auf Grund der vorliegenden Uberlegungen kann man schliefen, 

daB man die Geschwindigkeit des Esterumsatzes jedenfalls nicht 
m hoch bewertet, wenn der erste, steil verlaufende Teil der 
Spaltungskurven (Figur) zugrunde gelegt wird. Die berechnete 
Geschwindigkeit kann eher als ein Minimalwert fiir die tatsich- 
lich vorhandene Geschwindigkeit bezeichnet werden. Aus dem 
ersten Teil der Kurve itiber den Zuwachs an anorganischem 
Phosphat (Figur) laBt sich eine Spaltungsgeschwindigkeit von 
s0 mg P/100 g Trockensubstanz pro Minute berechnen. Wird der 
durchschnittliche Trockensubstanzgehalt der Darmschleimhaut 
einer Ratte zu etwa 320 mg angenommen, so erhilt man eine 
Phosphatabspaltung von wenigstens 0,265 mg P/Muinute per Ratte. 
Nach Laszt und Wilbrandt (1933) resorbiert eine Ratte im 
Verlaufe von einer Stunde etwa 33°/, von 6 ccm einer 5°/,igen 
Fructoselésung, d. h. 1,65 mg Fructose in der Minute. Zu einer 
\Monophosphorylierung dieser Menge gehéren 0,28 mg P. Die in 
den vorliegenden Versuchen beobachtete Phosphatabspaltung ent- 
spricht also wenigstens 95°/, des theoretischen Phosphatumsatzes 
bei der Resorption. 

Wenn der Berechnung die Kurve iiber den Zuwachs an 
anorganischen Phosphat (Figur) und nicht die Kurve iiber den 
Fall an leicht hydrolysierbarem Esterphosphat zugrunde gelegt 
wird, beruht dies darauf, daB die Bestimmung des anorganischen 
Phosphats fiir sicherer angesehen werden muB als die der leicht 
hydrolysierbaren Esterfraktion. 

Der Phosphatesterumsatz der Darmschleimhaut ist also von 
derartiger Intensitit, daf die Hypothese, nach der die aktive 
Fructoseresorpticn mit einer voriibergehenden Phosphorylierung 
der Hexose in der Darmschleimhaut verbunden ist, aufrecht er- 
halten werden kann, wenn eine Monophosphorylierung voraus- 
gesetzt wird. Kin direkter Beweis fiir die Richtigkeit der Hypo- 
these ist hiermit jedoch noch nicht gelicfert, da man nicht von 
yornuherein ausschlieBen kann, daB die beobachteten Phosphat- 
esterumsetzungen tatsichlich ein mehr unspezifischer Ausdruck 
tir den Ablauf der energetischen Prozesse bei der aktiven Re- 
sorption sind. 


Zusammenfassung 


Wahrend der Fructoseresorption findet eine erhebliche An- 
iufung von leicht hydrolysierbaren Phosphatestern in der Darm- 
schleimhaut statt. Diese ist die Resultante einer gleichzeitig 
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ablaufenden Phosphorylierung und Dephosphorylierung. Wen 
bei der Ratte die Phosphorylierung durch Cyanidvergiftung ge. 
hemmt wird, lift sich der Zerfall der neugebildeten, leicht hydro. 
lysierbaren Ester messen. Die Schnelligkeit der auf diese Weise 
beobachteten Phosphatabspaltung entspricht mindestens 95°/, der 
berechneten Geschwindigkeit des Esterumsatzes wiihrend der 
Fructoseresorption, wenn eine Monophosphorylierung der resor- 
bierten Fructosemenge vorausgesetzt wird. Es kann somit ge- 
zeigt werden, daB der Phosphatesterumsatz in der Darmschleim-. 
haut von einer Intensitiit ist, dab sich die Hypothese der 
Phosphorylierung von aktiv resorbierten Hexosen, auch wenn die 
quautitativen Verhaltnisse beriicksichtigt werden, aufrecht er- 
halten liBt. 

Die Phosphatester der ruhenden Darmschleimhaut werden 
nach Zyanidvergiftung viel langsamer aufgespalten als die wil 
rend der Fructoseresorption neugebildeten Ester. 
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Untersuchungen tiber Sauton-Tuberkulin und seine Reinigung 
Von 
Hanns Schuberth 
Mit 1 Figur im Text 


ius dem Hygienischen Institut der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitiit Frankfurt a. Main) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. September 1940) 


1, Theoretischer Teil 


Als uns von Robert Koch das Tuberkulin beschert wurde, glaubte 
man, in eine neue Ara der Tuberkulosebehandlung einzutreten. Mit grib- 
ten Hoffnungen wurde der Stoff gleich in den Heilmittelschatz aufgenommen. 
Leider stellte sich aber bald heraus, daf man sich dabei zu sehr iiber- 
schiitzt hatte. Es zeigte sich immer mehr und mehr, daf durch das so 
auberordentlich wirksame Tuberkulin ziemlich oft auch ganz unwillkommene 
Reaktionen ausgelést wurden. Vor allem sah man hiiufig, dab bei nicht 
mehr oder kaum noch aktiven Tuberkulosen eine neue Aktivierung des ent- 


ziindlichen Prozesses auftrat. So kam es, dab die Tuberkulin-Therapie 


immer mehr und mehr von den praktischen Arzten verlassen wurde. 
Heute spielt das Tuberkulin nur mehr in der Tuberkulose-Diagnostik, 


_besonders in der Kinder-Praxis, eine bedeutende Rolle. Fiir die Tuberkulin- 


Therapie kommen nach den bis jetzt gesammelten Erfahrungen nur ganz 
besonders gelagerte Krankheitsfiille in Frage. Nach H. Poindecker’) 
eignen sich fiir die anergisierende Tuberkulinkur vor allem leichtere, gut- 
tige Tuberkuloseformen geringerer Ausdehnung ohne Zerfallstendenz, be- 
sonders wenn sie mit tuberkulatorischen Allgemeinerscheinungen, wie sub- 
tebriler Temperatur und starker Allergie einhergehen. Nach Viton, Juan 
José?) ist Tuberkulin, in kleinen Dosen eingespritzt, das beste Erkennungs- 
und Behandlungsmittel des Poncetschen Rheumatismus. Es bringt die 


| Krankheit véllig zur Heilung, wihrend Salicyl und andere Priparate ohne 


jede Wirkung sind. Da Tuberkulin eine Substanz von allergisierender 
Ligenschaft ist, versuchte man es neuerdings auch bei der Behandlung von 
verschiedenen allergischen Erkrankungen. So berichten H. Kutschera 
wd Aichbergen®), daf sie mit der Tuberkulinbehandlung des akuten 
Kheumatismus ganz ausgezeichnete Erfolge erzielten. 

Wie KE. Kiister und W. Pockels‘) mitteilen, zeigte ein 
lurch 12tiigige Dialyse mit tierischer Membran (Fischblase) gegen 
Aqua dest. erhaltenes Sauton-Tuberkulin eine Abnahme des 
spezifisch hautwirksamen Stoffes um etwa 20°/,, withrend die Dosis 
etalis nur etwa '/,, von dem betrug, was zu erwarten war. 
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Daraus wiire zu schlieBen, daB im Tuberkulin wenigstens zye; 
verschieden wirksame Stoffe vorhanden sein miissen, nimlich: 
]. ein Stoff, der kaum durch tierische Membran dialysiert, also 
wohl ein gréBeres Molekiil besitzt, andererseits bei der intraku. 
tanen Anwendung zur Entstehung der sog. Hautreaktion fii 
(Hautstoff); 2. ein Stoff, der relativ gut durch tierische Membray 
dialysiert, also wohl ein kleineres Molekiil besitzt und tuberkulise 
Meerschweinchen beim Einspritzen spezifisch tétet (Totstoff). De 


weiteren konnte K. Maschmann®) zeigen, daB der sog. Hautstofi 


insbesondere durch proteolytische Fermente abgebaut werden kann, 

Aus den dargelegten Feststellungen ist schon zu _ ersehen, 
daB ein méglichst totstofffreies Tuberkulin, das unbedenklich in 
der Anwendung wiire, in ganz anderem Mafe Verwendung finden 
kénnte wie die bis jetzt gebriuchlichen Tuberkuline. Leider ist 
die Dialyse zur Gewinnung eines totstoffarmen Tuberkulins bis 
jetzt noch keine praparative Methode. Das Verfahren verwendet 
einmal Membranen von nicht genau bestimmter Durchlissigkeit, 
anderseits spielen auch andere Bedingungen, wie z. B. das p, 
eine wichtige Rolle. Das Gelingen des Verfahrens scheint auch 
noch von verschiedenen anderen unbekannten Faktoren abhingig 
zu sein. 

Gleichwohl lassen es alle bis jetzt gewonnenen Erkenntnisse 
zumindest interessant erscheinen, mit welchen Stoffen man es hier 
zu tun hat. Um dem niher zu kommen, ist es erst einmal nitig, 
die spezifisch wirksamen Stoffe der Tuberkelbazillen-Kulturfiltrate 
in reiner Form zu gewinnen. 

Versuche dahingehender Art wurden schon von Robert Koch®) und 


seiner Schule unternommen. Durch blofe Alkoholfillung wurde aus Alt 
tuberkulin ein festes Tuberkulin gewonnen, das aber immer noch sehr viele 


nicht spezifisch wirksame Begleitstoffe enthielt, die insbesondere der als 


Nihrlésung verwendeten Glycerinbouillon entstammten. 

Um nun Tuberkuline zu erhalten, die frei von Nihrboden- Eiweil 
waren, versuchte zuniichst Kiihne’), Tuberkelbazillen auf proteinfreier Nihr- 
lésung zu ziichten. Mittlerweile wurden verschiedene solcher Nihrgemische 
angegeben, von denen die nach Sauton und Dorset die bekanntesten 
sind. Aus einem solchen iiber proteinfreier Nihrlésung gewonnenen Alt: 
tuberkulin erhielten Kallos und G. Hoffmann‘) durch Alkohol-Ather- 
Fiillung bei mehrmaligem Umfiillen ein leicht zu pulverisierendes, sel 
hygroskopisches 'Tuberkulin. 

Von der Feststellung ausgehend, dal sich der spezifisch wirksame 
Bestandteil des Tuberkulins bei entsprechenden Bedingungen gut durch 
Trichloressigsiiure fiillen lift, arbeitete Seibert®) eine Methode zur Ge- 
winnung eines gereinigten Tuberkulins aus. Er ziichtete die Tuberkel: 
bazillen auf einem synthetischen, eiweilfreien Nihrboden nach Dorset, 
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von welehem dann durch Filtration und Eindampfen im Vakuum ein Alt- 
‘uberkulin hergestellt wurde. Der Hauptteil der Verunreinigung wurde 
durch Ultrafiltration entfernt und im Filtrat das aktive Prinzip dureh Tri 
chloressigsiurelésung gefiillt. Der Niederschlag wurde darauf griindlich 
mit dem Fiillungs-Reagens gewaschen und nach Trocknung im Vakuum 
die Trichloressigsiiure mit Ather entfernt. Die erhaltenen, getrockneten 
Priiparate waren gelbbraune pulverférmige Substanzen. Wie weiter fest 
cvestellt wurde, handelte es sich um Protein-Derivate mit niederem Molekular- 
Gewicht. Das Produkt fiihrte nicht zur Sensibilisierung oder Antikérper- 
hildung, es war also kein Antigen, aber hochspezifisch fiir die Haut 
reaktion. Zur Erzeugung einer eben merklichen Hautreaktion waren 0,000! 
0,0002 mg notig. 

Kine andere Vorschrift zur Gewinnung eines festen, gereinigten ‘Tuber 
kulins wurde von den italienischen Forschern G. Daddi und ©, Cattanso') 
vusgearbeitet. Ein durch vierwéchentliches Wachstum von bovinen Tuberke! 
bazillen auf Sauton-Nihrlésung erhaltenes Tuberkulin wurde nach starkem 
Kinengen im Vakuum mit absolutem Methylalkohol gefillt. Nach dem Ab 
sitzen wurde der Niederschlag abzentrifugiert und mit Methyl-Alkohol 
ausgewaschen. Die mitausgefallenen Kohlenhydratkérper wurden durch 
mehrmaliges, liingeres Ausschiitteln mit einem Gemisch von Wasser, Chloro- 
form und Methyl-Alkohol abgetrennt. Das so erhaltene, schlieBlich noch 
vetrocknete Protein war von briiunlicher Farbe und léste sich auf Zusatz 
yon wenig Alkali mit geringer Triibung in Wasser. Der Stickstoffgehalt 
betrug 15,43°/,, der Aschegehalt 1,4°/,.. Die letale Minimal- Dosis fiir 
tuberkulése Meerschweinchen betrug 0,5 me. Die durehsehnittliche Minimal- 
Dosis, die noch eine Hautrétung verursachte, betrug bei diesem Bovinus— 
Tuberkulin 1/50000 mg*). Das Priiparat zeigte, wenn aus nicht erhitztem 
Material gewonnen, antigene Eigenschaft. Wiirme-behandlung der Lésungen, 
wie z. B. 15 Minuten bei 115° oder 4 Stunden in wallendem Dampf, nimmt 
den Kérpern die antigene Eigenschaft, laibt ihre Tuberkulin- Wirkung aber 
nahezu unverindert,. 

Da angestellte Versuche zeigten, daB aus Alttuberkulin das 
virksame Prinzip durch Tannin quantitativ gefallt werden kann, 
arbeitete ich eine Methode aus, die erlaubt, auf schonende Art 
und Weise aus originiren Kulturfiltraten in viel kiirzerem Arbeits- 
gang héchst wirksame pulverférmige Tuberkuline zu erhalten, die 
sich noch dazu durch ihre willkommenen guten physikalischen 
Kigenschaften auszeichnen. 

EK. Maschmann und E. Kiister!??) stellten schon friher test, 
dai durch Ansiuern von Sauton-Tuberkulin mit Essigsiiure Ki- 
weiBkérper ausgefallt werden, die nicht spezifisch wirksam sind. 
Um diese Kérper vor der Tannin-Fiallung zu entfernen, wurde 
das Tuberkulin durch Zugabe von 1 Vol.-°/, Hisessig angesiuert 


*) Ich wiihlte nicht diese Art der Auswertung des Tuberkulins, da man 
dabei zu leicht unspezifische Reaktionen mit Tuberkulin-Wirkung verwech- 
sein kann. 
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und nach Itiégigem Stehen der ausgeschiedene Niederschlag § 


abzentrifugiert. Im Prinzip wurde dann folgendermaBen weiter; 
verfahren: Das durch Kssigsiiure vorgefallte Kulturfiltrat wurde 


durch eine Tanninlésung gefillt, und die Fallung darauf scharf 


abzentrifugiert. Der noch mit ‘T'annin-Lésung ausgewaschene 


Niederschlag wurde schlieBlich mit der eben nédtigen Menge ver. 


diinnten Ammoniaks zur Lisung gebracht und sofort mit Aceton, 
dem die berechnete Menge Mineralsiiure zur Zerlegung der ‘Tannin. 
Verbindung zugesetzt war, gefillt. Die Fallung wurde nach den 


Abschleudern mit verdiinntem Ammoniak wieder gelést und inf 


der gleichen Weise nochmals mit Aceton—Mineralsiure gefiillt, 


SchlieBlich wurde mit Aceton uud Ather ausgewaschen, daraw 


trocken gesaugt. Die so erhaltenen Priiparate waren von fast 
ganz weiBer Farbe und im Gegensatz zu dem von P. Kallos und 
G. Hoffmann tber die Alkohol—Ather-Fallung erhaltenen Pri. 
parate kaum hygroskopisch. Die Produkte gingen in Wasser bei 
Zusatz von ganz wenig verdiinnten Alkali oder Ammoniak bei 
fast neutraler Reaktion klar in Liésung. Wenn der Anfangs. 
konzentration entsprechend gelist wurde, war die Liésung praktiscl 
farblos. 

Bei der Untersuchung der biologischen Wirksamkeit zeigte 
sich, daB sowohl der ,,Hautstoff* wie auch der ,,Totstoff* der 
Originalpriparate in praktisch quantitativer Ausbeute  erfabt 
wurde. Am tuberkulésen Meerschweinchen ausgewertet, ergal 
sich ein Totwert von 0,16 mg. Die H. E. D.*) betrug 1/8000 mg 
= 1/87!!! Die analytischen Untersuchungen ergaben, daf bei 
einem Gesamtstickstofigehalt von 15,17°/, wohl ausschlieBlich 
Kiweifkérper vorlagen. In diesem Sinne sprachen auch die ver- 
schiedenen stark positiven Eiweif-Reaktionen bei negativer Mo- 
lisch-Reaktion auf Kohlenhydrate. 

Auch ein durch 20stiindige Elektrodialyse unter Verwendung 
von Cuprophanmembranen vorgereinigtes Tuberkulin wurde mit 
Tanninlésung gefallt. Die Fallung wurde darauf nach dem oben 
beschriebenen Arbeitsprinzip zerlegt. Das dabei erhaltene Pri- 
parat zeigte fast die gleichen EKigenschaften wie die aus nicht 

“““dialysiertem Tuberkulin erhaltenen. Die Wirksamkeit erwies sich 
hier aber noch als viel gréBer. Es ergab sich bei der Auswer- 
tung am tuberkulésen Meerschweinchen ein Totwert von 0,07 mg. 


*) Eine H. E. D. ist hierbei die Dosis, die intrakutan beim tuberkv- 
lésen Meerschweinchen eine Hautreaktion ergibt, wie 0,025 ecm eines Test- 
alttuberkulins 1: 1000 = 0,025 mg Alttuberkulin. 
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Die H. E. D. betrug hier gar nur 1/12000 mg. Wie die Analysen- 
werte zeigen, lagen auch hier bei einem Gesamtstickstofigehalt 
yon 14,39°/, wohl ausschlieBlich KiweiBkérper vor. Relativ hoch 
war eigentiimlicherweise der Verbrennungsriickstand der Substanz. 
Er betrug 4,68°/,. 

Obwohl durch diese beschriebenen Verfahren Tuberkuline von 
auBerordentlicher Wirksamkeit erhalten wurden, unterliegt es 
keinem Zweifel, daB die vorliegenden Produkte noch immer Stoff- 
semische darstellen, selbst mit mehr oder minder viel unwirksamer 
Substanz. _,,"otstoff und ,,Hautstoff* liegen in den so erhaltenen 
vereinigten Priparaten immer noch etwa im gleichen Verhiltnis 
gueinander vor wie im Ausgangs-Material. Schon daraus ist zu 
schlieBen, daB& ,,Tot — und Hautstoff* in chemischer Hinsicht 
gumindest sehr ihnliche Kérper sein miissen. In der Absicht, 
durch Abtrennung des _ ,,Totstoffs* den ,,Hautstofi* zu isolieren, 
wurden von mir verschiedene neuere Untersuchungen dahingehen- 
der Art ausgefiihrt, die aber noch nicht ganz zum gewiinschten 
Erfolg gefiihrt haben. Nach den bis jetzt ausgefiihrten Versuchen 
ist eine solche Trennung vielleicht durch die Elektrodialyse unter 
besonderen Kautelen, aber auch méglicherweise vor allem durch 
die Adsorption bei bestimmten Bedingungen zu erzielen. Kata- 
phorese-Versuche, die gezeigt haben, daB zumindest der Haut- 
stoff negativ elektrisch aufgeladen ist, sprechen sehr fiir die auf- 
sezeigten ‘Trennungsméglichkeiten. Vorliufig ist es vom wissen- 
schaftlich-experimentellen Standpunkte aus schon als sehr wesent- 
lich zu betrachten, daB das durch das dargelegte Verfahren er- 
haltene Tuberkulin leicht in eine ,,fiir die Adsorption bevorzugte 
Konzentration“ gebracht werden kann. 

Da beim geschilderten Arbeitsgang zur Darstellung von ge- 
reinigtem, pulverférmigem Tuberkulin iiber die Tannin-Fallung 
mit Aceton bei saurer Reaktion in geeigneter Konzentration sich 
das wirksame Prinzip quantitativ ausfillen lie®, driingt sich die 
trage auf, ob es denn nicht auch gelingt, unmittelbar aus den 
Tuberkelbazillen—Kulturfiltraten, unter Umstiinden nach vorherigem 
Hinengen, durch die saure Aceton-Fillung von vornherein ein 
pulverférmiges Tuberkulin von der beschriebenen Wirksamkeit 
zm erhalten. 

Bei diesbeziiglich angestellten Versuchen fillte ich nicht 
weiter eingeengtes Kulturfiltrat von Tuberkelbazillen auf Sauton- 
Nihrlésung mit dem 6—S8fachen Volumen Aceton, dem so viel 
‘dure zugesetzt war, dab die Liésung nach der Fillung eben 
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leicht kongosauer reagierte. Die erhaltene Fallung wurde abge. 
schleudert und nach Auswaschen mit Aceton und Ather getrocknet. 
Die Ausbeute betrug mehr als das Doppelte der iiber die Tannin. 
Fallung erhaltenen Menge. Als ein anderer Teil des vorher ver- 
wandten Kulturfiltrates auf 1/,, des Volumens eingeengt und, 
wie oben beschrieben, mit Aceton—Siure gefillt wurde, erhielt 
ich gar eine Ausbeute, die mehr als dreimal so groB war, wie 
die iiber die Tannin-Fallung erhaltene Menge. 

Die durch die Aceton—Saure-Fallung allein erhaltenen Prii- 
parate waren von fast ganz weifer Farbe, leicht pulverisierbar 
und kaum hygroskopisch. Wie die biologische Auswertung zeigte, 
wurden auch hier die spezifisch wirksamen Stoffe praktisch quanti- 
tativ gefallt. Da nun die Menge an pulverférmigem Tuberkulin, 
die iiber die Tannin-Fallung erhalten wurde, weit geringer war 
als die iiber die Aceton—Siaure-Fallung erhaltene Menge, bei 
jeweils praktisch quantitativer Fillung des wirksamen Prinzips, 
so muf schon daraus geschlossen werden, daB bei der Aceton- 
Saure-Fallung allein sehr betriichtliche Mengen nicht spezifisch 
tuberkulinartig wirksamer Stoffe mitgefillt werden. Der Ge- 
samtstickstoffgehalt der tanningefillten Priparate betrug 15,17°/ , 
wihrend der der acetongefillten Praiparate 5,89—5,95°/, betrug. 
Ks miissen demnach bei der Aceton—Siurefallung allein betricht- 
liche Mengen nicht stickstofthaltiger oder sehr stickstoffarmer 
Verbindungen mit ausgefillt worden sein. 

Da schon durch die Untersuchungen von KE. Maschmann 
und EK. Kiister'’) aus Sauton—Tuberkulin Kohlenhydratkérper vom 
.[yp des Glykogens“ itiber den Weg der Adsorption mit nacb- 
heriger Alkoholfaillung erhalten wurden, war zu vermuten, dab 
auch bei der Acetonfallung allein betrachtliche Mengen derartiger 
Kohlenhydratkérper mi.gefallt werden, die eben bei der Tannin- 
fallung nicht mit in den Niederschlag gehen. Ganz in diesen 
Sinne sprach schon die Tatsache, dab nur mit Aceton—Siéure ge- 
fallte Priiparate eine stark positive Molisch-Reaktion auf Kohlen- 
hydrate gaben, die bei den iiber die T'anninfillung erhaltenen 
Tuberkulinen fehlte. 

Zur weiteren Untersuchung liste ich iiber die Aceton—Saure- 
fallung erhaltenes pulverférmiges Tuberkulin unter Zugabe der 
eben ndétigen Menge verdiinnten Alkalis in Wasser und fillte 
mit Tanninlésung. Der Niederschlag wurde darauf abzentrifugiert 
und durch Zerlegung mit Aceton—Salzsiure ein pulverférmiges 
Tuberkulin von sehr guter Wirksamkeit erhalten. Das Filtrat 
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wurde nach dem Kindampfen im Vakuum auf ein kleines Volumen 
mit dem etwa 10fachen Volumen Aceton gefillt, dann zum besseren 
Absitzen der Fallung noch etwas konzentrierte Salzsaure zugesetzt. 
Beim Stehen iiber Nacht im Eisschrank schied sich ein schmie- 
riger bis fester, fast farbloser Kérper ab. Die iiberstehende Lisung 
wurde dann abgegossen und die Fallung mit reinem Aceton ver- 
rieben. Das dabei erhaltene, weibgelbliche Produkt wurde schlief- 
lich noch zweimal mit Aceton und einmal mit Ather gewaschen, 
dann trocken gesaugt. Schon die stark positive Molisch-Reaktion 
dieser Substanz wies darauf hin, daB es sich im wesentlichen 
um Kohlenhydratkérper handelte. Der sehr niedere Stickstoff- 
gehalt von 0,73°/,, sowie die iibrigen Analysenergebnisse gaben 
hierfiir eine weitere Bestatigung. Mit Jod wurde keine Reaktion 
erhalten. Nachdem durch 4stiindiges Kochen mit n/2-Salzsiure 
hydrolysiert worden war, konnte mit Phenylhydrazin nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren ein Glucosacon mit einem Schmelzpunkt 
yon etwa 205° gewonnen werden. 

Ks wurde weiterhin untersucht, inwieweit bei verschieden 
alten Tuberkulinen die Wirksamkeit und die Menge der durch 
Tannin bzw. Aceton-Saéure allein fillbaren Substanz miteinander 
in Zusammenhang stehen. Vorweg ist zu erwihnen, daB die 
Ausgangs-Sauton-Nahrlésung unter den angewandten Fiallungs- 
bedingungen, so wie oben beschrieben, keinerlei Fillung ergab. 
“ir die Untersuchung verwandte ich Tuberkuline, die aus Sauton- 
Naihrlésung, welche mit einem gut tuberkulinbildenden, humanen 
fuberkelbazillen-Stamm beimpft war, erhalten wurden. Die 
Kulturen waren verschieden lange Zeit bei 37° bebriitet worden, 
und zwar 16—131 Tage. Zuerst wurde die Wirksamkeit der 
daraus erhaltenen Kulturfiltrate, ausgedriickt in H.E.D. pro Kubik- 
zentimeter, sowie der Totwert bestimmt. Darauf fallte ich jeweils 
20 ccm des Kulturfiltrates mit Tanninlésung. Es wurde dann das 
Gewicht dieser getrockneten Fiallung sowie die Menge des daraus 
durch Zerlegung erhaltenen Tuberkulins bestimmt. SchlieBlich 
wurden jeweils 20 ccm Kulturfiltrat mit dem 6fachen Volumen 
Aceton unter Ansiuerung gefallt und der Niederschlag nach Aus- 
waschen und Trocknen zur Wagung gebracht. Die erhaltenen 
Werte finden sich in den folgenden kurvenmiBigen Darstellungen. 

Wie die Kurven zeigen, nahm nach etwa 60 Tagen die Menge 
der durch Tannin fallbaren EiweiSsubstanz nur mehr ganz un- 
wesentlich zu, wihrend die Menge der durch Aceton fiallbaren 
“ubstanz noch weiterhin bis auf etwa das Doppelte zunahm. 
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Daraus ist auf Grund unserer vorhergehenden Untersuchung; 
ergebnisse zu schlieBen, daf also selbst dann, wenn kaum meh 
nennenswerte Mengen HiweiBkérper in die Kulturflissigkeit tiber. 
gehen, noch ein starker Anstieg der Kohlenhydratkérper erfolg: 
Wie andererseits die Bestimmung der spezifisch tuberkulinarti; 
wirksamen Substanz zeigte, ging diese etwa mit dem Gehalt ar 
tanninfillbaren EiweiBsubstanzen parallel. 

Aus all den dargelegten Untersuchungsergebnissen ist alse 
zu schlieBen, daB es sich bei den Stoffen, die die spezifische 
Tuberkulin-Reaktion geben, um 
ss | KiweiBkérper handelt. Da sich 
--" | diese, biologisch so wirksamen 


dc se Aen hity | Kérper durch eine groBe Stabi- 

, | lit&ét gegeniiber physikalischen, 
/ zum ‘T'eil auch chemischen Ein- 
vi | fliissen auszeichnen, scheinen 
i || sie vorziiglich fiir weitere che- 
<4 mische und biologische For- 








schung geeignet zu sein. Viel- 
leicht ist es gerade beim 'l'uber- 





S fiir das Zustandekommen der 

Wi spezifisch - allergischen Reak- 

yA, tion verantwortlichen Eiweib- 

saint ~«kérper genauer zu ergriinden. 

= ailer der Milter ta gen Die Aussichten hierfiir sind 

um so gréBer, als man es hier, 

wie insbesondere auch Dialysenversuche zeigen, mit Kiweibkérpern 
von niederem Molekulargewicht zu tun hat. 





Experimenteller Teil. 


i. Herstellung eines gereinigten, pulverformigen, hochwirk- 
samen Tuberkulins iber die Tanninfallung. A. Entfernung nicht 
spezifisch wirksamer, siurefillbarer EiweiBkérper. Als Ausgangs- 
material wurde ein ,,Sauton-Tuberkulin“ verwendet, das durch 8 Wochen 
langes Wachstum eines gut tuberkulinbildenden Tuberkelbazillen-Stammes 
auf Sautonnihrlésung mit nachheriger Kerzenfiltration gewonnen wurde. 
leem dieser Lésung entsprach 4000 H.E.D.: die Totdosis betrug 0,3 cem. 
100 cem dieses Sauton-Tuberkulins wurde mit 1 cem Eisessig unter gutem 
Umschwenken versetzt. Es fiel alsbald ein recht ansehnlicher, weiflicher, 
flockiger Niederschlag aus, von dem nach mehrstiindigem Stehen abzentri- 
fugiert wurde. Die dabei erhaltene klare Lésung wurde mit Tannin gefillt. 


kulin méglich, den Aufbau der 
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Untersuchungen iiber Sauton-Tuberkulin und seine Reinigung 933 
B. Die Tanninfillung. Zum siiuregefillten Tuberkulin wurden 
auter Umsehwenken 15 ccm einer 20°/,igen Tannin-Lésung zugegeben. Es 
fe] alsbald ein recht betriichtlicher. grobflockiger, leicht violetter Nieder- 
-chlag aus, der sich gut absetzte. Die iiberstehende Liésung war braunviolett 
rfiirbt. Diese auftretende Violett-Fiirbung ist auf geringe Mengen von 
Kisenverbindungen zuriickzufiihren, die mit Tannin die bekannte Violett 
Firbung ergeben. Nach gutem Absitzen des Niederschlags wurde die tiber- 
stehende Lisung soweit wie miglich abgehebert und schlieBlich die Fallung 
scharf abzentrifugiert. Die so erhaltene leicht violette Substanz wurde zum 
Auswaschen noch mit etwa 10 cem einer 1°/,igen Tannin-Liésung aufgerihrt 
und nach etwa 5 Minuten abgeschleudert. Der Niederschlag wurde zweck- 
miBig gleich weiterverarbeitet. 


Zerlegung der Tannin-Fillung. Die noch feuchte Tannin 
Fillung wurde mit einigen Tropfen Wasser zu einem diinnen Brei verrieben, 
darauf 0,2 cem 5°/,iges Ammoniak zugegeben und sofort geriihrt, bis der 
Niederschlag villig in Lésung gegangen war. Unter kriftigem Riihren setzte 
man schnell 20 cem Aceton mit 0,06 ecm konz. Salzsiiure zu. Es schied sich 
<ogleich ein schéner, flockiger, weiblicher Niederschlag aus, der sich gut 
absetzte. Nach dem Abzentrifugieren wurde diese Fiillung mit etwa 1U cem 
Aceton ausgewaschen. SchlieBlich wurden nochmals einige Tropfen Wasser 
zum Niederschlag gegeben und nach Zusatz von 0,2 ecm 5°/,igem Ammoniaks 
unter Riihren médglichst wiederum alles in Lésung ge bracht. Die Fillung 
init salzsiurehaltigem Aceton wurde wie vorher wiederholt. Nach Abzentri- 
fugieren des Nisdieedi igs wurde dieser noch einmal init Geen Aceton, 
dann noch mit der gleichen Menge wasser- und peroxydfreien Ather aus- 
cewaschen, darauf schnell im Vakuumexsiceator iiber CaCl, trocken ge- 
saugt. Das erhaltene Priiparat war von fast weiBer Farbe und lie sich 
leicht zu einem losen, kaum hygroskopischen Pulver verreiben. Ausbeute 
twa 50 mg. 

Im Wasser war das Produkt unter Zugabe von etwas Alkalihydroxyd 
der Ammoniak klar und mit kaum merklicher gelblicher Fiarbung ldslich. 
Die 1°),ige Lésung zeigte negative Molisch-Reaktion auf Kohlenhydrate, 
eine Jod- Reaktion mit Lugolscher Lésung. Die Ninhydrin-, Biuret- und 
l'ryptophan-Reaktion w areh stark positiv. Sulfosalicylsiure gab eine starke, 
tockige Fiillung. 


4,303, 4,140 mg Subst. (bei 100° i. Hochy. getr.): 7,720, 7,410 mg CO,, 
2.550, 2,340 mg H,O, 0,126, 0,086 mg Riickstand. 


(ref 48,95, 48.83 H 6,63 6,33 Riickstand 2,93, 2,08°,, Chlor 2,33° 
Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl) 15,27, 15,07°,, 


Bestimmung der biologischen Wirksamkeit des Priiparates. 
Der Ausgangskonzentration entsprechend wurden z. B. 24,6 mg des pulver- 
‘Ormigen Tuberkulins in etwa 30 cem physiologischer Kochsalzlésung unter 
Zugabe von etwas n/10-Natronlauge zur klaren Lésung gebracht, dann mit 
physiol. NaCl-Lésung auf 50 ccm aufgefiillt. 1. Hautwertbestimmung 
iach E. Kiister und W. Strempel”). 


Es wurden jeweils 0,025 cem der entsprechenden Verdiinnung intrakutan 


vespritzt. Beispiel einer Rektionsausmessung: 
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Daraus errechnet sich die H.E.D. des iiber die Tanninfillung erhalterec 
Tuberkulins zu 0,000123 me = etwa '/.59, mg. 

2). Totwert: 0,3 cem der obigen Lésung = 0,16 mg Tuberkulin. 

Es sei hier noch besonders vermerkt, dab bei der hohen biologische: 
Wirksamkeit solcher pulverférmigen Tuberkuline mit groBer Vorsicht zy 
arbeiten ist, da sie beim Einatmen recht schlimme Erscheinungen verursache: 
kénnen. Praktisch empfiehlt sich daher das Arbeiten mit der Maske. 


2. Herstellung eines pulverformigen Tuberkulins tiber die Tannin 
Fallung aus einem durch Elektrodialyse vorgereinigten Sauton 
Tuberkulin. 150 ccm Sauton-Tuberkulin (nicht eingeengtes, bakterienfreies 
Kulturfiltrat) mit 4000 H.E.D. im cem und einem Totwert yon 0,3 cem wurden 
gegen Wasserleitungswasser 20 Stunden lang bei einer Spannung von 
60—115 Volt elektrodialysiert. Wir verwandten dazu den Apparat nae! 
Brintzinger mit Cuprophanmembranen und Platinelektroden. Das sauer 
reagierende Dialysat wurde schlieBlich wegen einer geringen weiBlichen 
Triibung filtriert. Auf diese Weise wurde eine wasserklare Lésung erhalten, 
die durch einige Tropfen Ammoniak neutralisiert wurde. Wie die biologische 
Auswertung zeigte, hatte das Dialysat kaum nennenswert an Wirksamkeit 
eingebiiBt, sowohl was den Hautstoff wie auch den Totstoff betrifft. 

Es wurde darauf wie oben mit Tannin gefillt. Die Lésung fiirbte 
sich dabei nicht violett, wohl war aber auch hier die Tannin-Fallung wie 
bei nicht dialysiertem Tuberkulin leicht violett gefiirbt. Der erhaltene 
Niederschlag wurde auch hier nach der yorher dargelegten Vorschrift zerleg' 
Das erhaltene, fast ganz weiBe Priiparat lie® sich gut zu einem leichten 
Pulver verreiben. Ausbeute: 12,5 mg. 

Wie das vorhergehende Priiparat war auch dieses kaum hygroskopisci 
und ging auf Zusatz von sehr wenig Alkali oder Ammoniak vollig klar i: 
Losung. 

2,375 mg Subst. (bei 100° im Hoehy. getr.): 4,340 mg CO,, 1,470 mg H,0, 
O,ll11l mg Riiekstand. 


Gef. C 49,75 H 6,93 Riickstand 4,68°),. 


Gesamtstickstotf (Kjeldahl): 14,39°),. 
Biologische Wirksamkeit des Priparuats: 
Hautwert (H.E.D.) = 1/,...,mg. Totwert = 0,07 mg. 


3. Gewinnung eines pulverformigen Tuberkulins durch die 
Acetonfallung. A. 100 cem Sauton-Tuberkulin (nicht eingeengtes, bak- 
terienfreies Kulturfiltrat) mit 4000 H.E.D. im Kubikzentimeter und einen 
Totwert von 0.3 cem wurden mit 600—800 ecem Aceton, dem 2,0 cem konz. 
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Untersuchungen iiber Sauton-Tuberkulin und seine Reinigung 9235 
° 
Salzsiiure zugesetzt waren, unter kriftigem Umschwenken versetzt. Die 
Lésung war dabei eben kongosauer geworden. Es bildete sich zuerst eine 
milchig-weiBe Triibung, aber bald entstand daraus eine schéne, flockige, 
fast weiBe Fillung, die sich beim Stehen im Eisschrank wihrend eines 
Tages gut absetzte. Die tiberstehende klare Lésung wurde nun soweit wie 
méglich abgehebert und der Niederschlag abzentrifugiert. Die Fillung 
wurde darauf noch zweimal mit etwa 20 ccm Aceton gut aufgerieben und 
abzentrifugiert. Zum Schlub wurde dann das Priparat noch mit trockenem, 
peroxydfreiem Ather gewaschen und sofort im Vakuumexsiccator iiber CaCl, 
getrocknet. Das getrocknete Produkt war von beinahe weiber Farbe, lief 
sich leicht pulverisieren und war kaum merklich hygroskopisch. Ausbeute: 
11v mg. 

Selbst unter Zugabe von etwas Alkali oder Ammoniak ging das Prii- 
parat nur mit maéBiger Triibung in Liésung. Die 1°/,ige Lésung zeigte eine 
sehr starke Molisch-Reaktion. Ninhydrin, Biuret- und 'Tryptophan-Reaktion 
waren stark positiv. Sulfosalicylsiiure ergab eine ziemlich starke flockige 
Fillung. 

1,788, 4,570 mg Subst. (bei 100” im Hochy. getr.): 8,035, 7,635 mg CO,, 
2,620, 2,480 mg H,O, 0,093, 0,099 mg Riickstand. 


Gef. C 45,77, 45,58 H 6,12 Riickst. 1,94, 2,16 Chior 1,08°/,. 
Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl): 6,16. 


Biologische Wirksamkeit des Priparates: 
Hautwert = 0,00030 mg. Totwert = 0,35 mg. 


B. 1000 cem Sauton-Tuberkulin mit 4000 H.E.D. in Kubikzentimeter 
und einem Totwert von 0,3 cem wurden im Vakuuin auf '/,, eingeengt und 
unter gutem Riihren mit dem 6-fachen Volumen Aceton gefillt, dem 10 cem 
konz. Salzsiiure zugesetzt waren. Es fiel ein schéner, fast weiber, flockiger 
Niederschlag aus, der sich gut absetzte. Nach mehrstiindigem Stehen im 
Kisschrank wurde durch eine engporige Glasfilternutsche abgesaugt, das 
Produkt mehrmals mit Aceton und schlieBlich mit trocknem, peroxydfreiem 
Ather gewaschen. Das Priiparat wurde sogleich im Vakuumexsiccator 
trockengesaugt. Im iibrigen verhielt sich die Substanz wie das _ vorher- 
vehende Produkt, Ausbeute 1,792 g. 


4,831 mg Subst. (bei 100° im Hochv. getr.): 7,600 mg CO,, 2,600 mg 
H,O, 0,192 mg Riiekstand. 


Get. C 42,92 H 6,16 Riickst. 3,98°),. 
Biologische Wirksamkeit des Priparates: 
Hautwert = 0,00045 mg. — Totwert = 0,54 mg. 


4, Isolierung der Kohlenhydratkorper aus dem acetongefallten 
Tuberkulin. 300 mg acetongefilltes Tuberkulin (aus nicht eingeengtem 
Kulturfiltrat erhalten) wurde mit 30 eem Wasser geschiittelt. Es blieb dabei 
ein kleiner Teil ungelést. Durch Zugabe von 0,5 cem 2°/,igem Ammoniaks 
wurde alles klar in Lésung gebracht, darauf mit Wasser auf ein Volumen 
von 60 cem auftgefiillt. Die so erhaltene Lésung fillte man mit 30 ccm 
einer frisch bereiteten 10°/,igen Tanninlésung. Der entstandene dicke 
Niederschlag setzte sich sehr gut ab. Nach mehrmaligem Umschiitteln 
wurde nach 1-stiindigem Stehen abzentrifugiert. Der Niederschlag war von 
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ganz leicht violetter, tast weiBer Farbe. Aus dieser Tanninfillung wurde, 
nach der friiher dargelegten Vorschrift die Eiwei®kérper isoliert. Ausbeute 
137 mg. 

Die Bestimmung der Wirksamkeit zeigte, daB so praktisch die ganze 
spezifisch tuberkulinartig wirksame Substanz abgetrennt worden war. 

Nachdem die von der Tanninfiillung abzentrifugierte Lésung in 
Vakuum auf etwa 30 ccm eingeengt war, wurde mit 300 cem Aceton gefiillt, 
Es entstand eine starke, weib-gelbliche Triibung, die sich kaum absetzte, 
Krst auf Zusatz von 0,5—0,7 cem konz. Salzsiiure schied sich die Fillung 
allmihlich ab. Der Niederschlag war 6lig-schmierig bis fest. Es wurde 
vom Uberstehenden abgegossen und die Fiillung mit wasserfreiem Aceton 
verrieben, worauf sie schén fest wurde. Nach zweimaligem Auswaschen 
mit Aceton wurde noch einmal mit Ather gewaschen, dann im Vakuun 
exsiccator trockengesaugt. Ich erhielt auf diese Weise ein weib-gelbliches, 
gut pulverisierbares Produkt. Ausbeute 99 me. 

Das Priiparat zeigte mit Fehlingscher Lisung bei 2 Minuten Koch 
zeit nur ganz geringes Reduktionsvermégen. Die Molisch-Reaktion wa 
stark positiv. 


4,457 mg Subst. (bei 100° im Hochy. getr.): 7,200 mg CO,, 2,520 mg 
H,O, 0,069 mg Riickstand. 
Gef. C 44,08 H 633 — Riickst. 1,55%. 
(Im Vergleich dazu Werte fiir Glykogen: (C,H,,0;), C 44,42 H 6,22). 
(sesamtstickstoff (Kjeldahl) 0,73' 


50 mg wurden in 10 cem n/10-Salzsiiure gelést und 4 Stunden am Riick- 
HuBkiihler gekocht. Nach dem Erkalten wurde mit 5 cem n/1-Natronlauge 
neutralisiert und mit Wasser auf 20 cem aufgefiillt. 

10 cem dieser Lésung, entsprechend 25 mg der Substanz, wurden mit 
einer Lésung von 0,5 eem Phenylhydrazin in 5 cem Eisessig versetzt und 
im Wasserbad bei 80° erwirmt. Im Verlauf von etwa 1'/, Stunden schied 
sich ziemlich viel eines in ganz diinnen, gelben Nadeln krystallisierenden 
Produktes aus. Nach einigem Stehen wurde abgesaugt. Bei zweimaligem 
Umkrystallisieren aus heibem Wasser zeigten die Krystalle einen Schmelz- 
bzw. Zersetzungspunkt von etwa 205°. Sie konnten als das Osazon der 
(;lucose identifiziert werden. 

Weiter wurde in 10 cem der obigen neutralisierten Hydrolysenlésung 
nach der Allihnschen Methode Glucose bestimmt. Es ergaben sich so 
aus 25 mg Substanz 22,1 mg Glucose. 


5. Quantitative Untersuchungen an Sauton-Tuberkulinen, die 
durch verschieden langes Wachstum von Tuberkelbazillen auf 
Sauton-Nahrlosung erhalten wurden. 150 ccm Ansiitze yon Sauton- 
Nibrlésung wurden mit einem gut tuberkulinbildenden Tuberkelbazillen- 
Stamm beimpft, dann bei 37° bebriitet. Nach verschieden langen Zeit- 
réumen wurden die Kulturen durch 10 Minuten langes Erhitzen im Dampf 
topf abgetétet, die Lésung durch Wasser auf das urspriingliche Volumen 
autgefiillt und die Bakterien durch extra harte Filter abfiltriert. Mit diesen 
so erhaltenen ,,Sauton-Tuberkulinen‘' wurden nach Bestimmung des Haut 
und Totwertes noch folgende quantitative Untersuchungen ausgefiihrt: 








losun. 
quant 
Zum | 
iber 


Tann 
Ausw 
ler 1 
Zusat 
sogle! 
zuges 
geseh 
{mm 
wurd 
cewa 


trocki 
Stehe 
fugie 
lrock 


Reakt 
rune 
Bedir 


iung 


inde) 


spezi 
Nied 
‘orm 


iber 








} 


‘aep 


=11Te 


inze 





Untersuchungen iiber Sauton-Tuberkulin und seine Reinigung 987 
|. 20 eem Tuberkulin wurden jeweils mit 6 ccm einer 10°, igen ‘Tannin- 
jisung gefillt. Der entstandene Niederschlag wurde nach eintigigem Stehen 
quantitativ abzentrifugiert und mit wenig 1°/,iger Tanninlésung ausgewaschen. 
Zum Schlu8 wurde die abgeschleuderte Tanninfillung im Vakuumexsiccator 
iber CaCl, getrocknet und ausgewogen. 

2, 20 ecem Tuberkulin wurden jeweils wie oben mit 6 cem 10°/,iger 
Tanninlésung gefillt und nach eintiigigem Stehen abzentrifugiert. Nach 
Auswaschen mit wenig 1°/,iger Tanninlésung wurde die Tanninfiillung mit 
ler notigen Menge Wasser zu einem diimnen Brei verrieben und durch 
Zusatz von etwas 5°/,igem Ammoniak in Lésung gebracht. Darauf wurde 
sogleich mit 20 cem wasserfreiem Aceton, dem 1 Tropfen konz. Salzsiiure 
zugesetzt war, gefiillt. Der entstandene Niederschlag wurde nun ab- 
veschleudert, mit Aceton ausgewaschen, nochmals wie vorher mit wenig 
{mmoniak in Lésung gebracht und mit Acetonsalzsiiure gefillt. Zum Sehlub 
wurde das Priiparat noch zweimal mit Aceton, einmal mit Ather aus- 
gewaschen und nach Trocknen im Vakuum iiber CaCl, ausgewogen. 

3. 20 eem Tuberkulin wurden jeweils mit dem 6-fachen Volumen 
trocknen Acetons unter Ansiuern mit etwas konz. Salzsiiure gefiillt. Nach 
Stehen iiber Nacht im Eissechrank wurde der Niederschlag scharf abzentri 
fugiert, zweimal mit Aceton, einmal mit Ather ausgewaschen und nach 
Trocknen im Vakuum iiber CaCl, ausgewogen. 

N.B. Es ist zur Ausfiihrung dieser Bestimmungen zweckmiibig, alle 
Reaktionen und auch das Auswiegen gleich in den Zentrifugenglisern vor- 
suanehmen. Vorversuche ergaben, daf unter den gewiihlten Fillungs- 
Bedingungen die ausgangs verwendete Sauton-Nihrlésung keinerlei Fiil- 
lung ergab. 

Die Ergebnisse der durchgefiihrten quantitativen 
inden sich in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Untersuchungen 









































_ , Zerlegte 
\n- | Alter der Fannin- | ‘rannin- Asoton- 
—._ i. H.E.D. Totwert fillung nes fiillung 
og Kaltor ro cem in ce! aus 20 ¢¢c1 fallung aus 20 ce 
Nr. | in Tagen | ! - fo eee 

in mg in mg 

in mg 

16 200 > 3,0 5,3 2,2 1,4 

29 100 1,5 13,9 5,3 1.4 

58 3000 O,4 38,2 14,1] 14,5 

6d 3500 0,3 43,9 14,6 17,2 

is 4000 O,3 48,5 14,9 22,4 

11] 4000 0,35 55,4 16,1 3.3 

Zusammenfassung 


1. Durch Tanninfallung wurden aus Sauton-Tuberkulin die 
speziisch wirksamen Stoffe ausgefillt, dann durch Zerlegung des 
Niederschlages mit Aceton—Salzsiiure ein hochwirksames, pulver- 


‘Ormiges Tuberkulin erhalten. 


2. Ein noch wirksameres, pulverférmiges ‘luberkulin wurde 


tber die ‘Tanninfallung erhalten aus einem, durch Elektrodialyse 
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bei Verwendung von Cuprophanmembranen vorgereinigten Tuber. 


kulin. Der Totwert betrug 0,07 mg, der Hautwert nach unsere; 
_e 1/ ° 
Ausmessung 4/,,599 mg. 


3. Es wurde gezeigt, dab durch die bloBe Acetonfillung de, 
Tuberkulins bei saurer Reaktion das wirksame Prinzip mit ziemlicl, 
viel Begleitstoffen gefallt wird. Aus der Lisung dieses Produkte; 
la8t sich nach vorherigem Wegfillen der EiweiBkérper dure: 
Tannin eine Kohlenhydratsubstanz gewinnen. Dieser Kérper gil) 
keine Glykogen- oder Stirkereaktion. Nach der Saurehydrolyse 
konnte iiber das Osazon das Vorhandensein von reichlich Glucose 
nachgewiesen werden. 

4, Es wurden quantitative Untersuchungen iiber die dure), 
Tannin bzw. durch Aceton bei saurer Reaktion aus verschieden 
alten Sauton-Tuberkulinen erhaltenen Fiillungen angestellt. Dabei 
zeigte sich, daB in der Kulturfliissigkeit eines humanen ‘luberkel- 
bazillen-Stammes die durch Tannin fillbaren Eiweifsubstanzen 
praktisch nur bis etwa zu 60 Tagen zunahmen, wahrend die 
durch Aceton bei saurer Reaktion fillbaren Substanzen  iiber 
diese Zeit hinaus etwa um das Doppelte zunahmen. Diese Zu- 
nahme ist im wesentlichen durch eine weitere Vermehrung der 
Kohlenhydratkérper bedingt. Die spezifische Wirksamkeit der 
Tuberkuline ging etwa mit der Menge der durch Tannin fallbaren 
Kiweifsubstanzen parallel. 


Auch an dieser Stelle méchte ich nicht versiiumen, der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft meinen herzlichen Dank auszusprechen fir 
die Unterstiitzung bei der Beschaffung der Materialien zur Ausfiihrung obiger 
Arbeit. 
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Tyrosinabbau und Umaminierung in Leber, Niere und Muske! 
Yon 
K. Zorn 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1940) 


: {in eimer friiheren Arbeit*) untersuchten wir den oxydativen 
FAbbau des 1(—)-T'yrosins durch Leber und Niere. Mit Hilfe der 
Warburg-Methode stellten wir test, daB diese Aminosiure vor 
Schweineleber sehr leicht unter Aufnahme von vier Atomen Sauer- 
stoff pro Molekiil oxydiert wird. Bei Verwendung von Schweine- 
niere ging die Oxydation nicht so weit. Sie kam schon nach 
‘Aufnahme von einem Atom Sauerstoff zum Stillstand. Nach 
‘der klassischen Auffassung iiber den Abbau von Aminosiuren 


fin Organismus sollte das Tyrosin in der ersten Abbauphase 
| lurch oxydative Desaminierung p-Oxyphenylbrenztraubensiure und 
‘Ammoniak liefern. Bei den zahllosen Ammoniak- und Harnstoff- 
bestimmungen, die wir am Ende jeder Atmung mit den enteiweiBten 
GefaBinhalten ausfiihrten, konnten wir jedoch in allen Fallen nur 
Heinen verschwindend geringen Bruchteil des theoretisch geforderten 


Ammoniaks bzw. Harnstoffs nachweisen. Auch der Nachweis 


der p-Oxyphenylbrenztraubensiure als Intermediirprodukt gelang 
nicht. Der Kinwand, da8 das primiir abgespaltene Ammoniak durch 
eine andere Reaktion wieder gebunden werden kénnte (z. B. durch 
feine Synthese einer Aminosiure aus einer Ketonsiure und Ammo- 


niak), wurde dadurch entkriftet, daB wir beim oxydativen Abbau 
von racemischem T'yrosin**) durch Leberbrei die der d-Form ent- 


sprechende Menge Ammoniak stets 100°/,ig nachweisen konnten. 


‘Die nicht natiirlichen Formen der meisten Aminosiiuren werden 
'j2 bekanntlich durch die d-Aminosiureoxydase der Leber und Niere 
mit groRer Leichtigkeit desaminiert®). Auch H. A. Krebs’) fand 
beim Abbau des 1(—)}-Tyrosins und vieler anderer 1-Aminosiuren 
Flur eine sehr geringe Ammoniakbildung. Er behauptet aber, daf 
‘auch diese durch Leber und Niere oxydativ desaminiert wiirden, 
Fledoch nur viel langsamer als die nicht natiirlichen Formen. Nach 
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unseren Versuchsergebnissen kann die oxydative Desaminiery, 
fir 1(—)-Tyrosin nicht zutrefien oder nur eine untergeordnet: 
Rolle spielen, da die gefundene Menge Ammoniak in keinem ye. 
niinftigen Verhiltnis zu dem groBen Sauerstoffverbrauch ste}; 
Die geringe Ammoniakabspaltung konnte auch nicht durch eing 
nur teilweisen Abbau des zugesetzten 1(—)-Tyrosins bedingt sei), 
Die Millon-Reaktion war nach Aufnahme von vier Atomen Sauer. 
stoff in dem eiweiffreien Filtrat der GefaBinhalte stets negatiy 
Als Endprodukte der 1{—)-Tyrosin-Oxydation konnten wir ei 
Molekiil Aceton bzw. Acetessigsiiure und zwei Molekiile Koblen- 
dioxyd nachweisen. Uber das Schicksal der Aminogruppe wat 
bis dahin’ noch keine eindeutige Aussage zu machen. Wir ve. 
muteten, daB sie als solche in einem Bruchstiick des Tyrosin- 
molekiils erhalten blieb. 

inzwischen haben A. E. Braunstein und M.G. Kritzmann? 
in verschiedenen Veroffentlichungen iiber das Auffinden eines nev- 
artigen Stoifwechselmechanismus im Muskel berichtet. Die ai 
.Umaminierung“ bezeichnete Reaktion bewerkstelligt die Uber. 
tragung der Aminogruppe der 1(+)-Glutaminsiiure auf «-Ketor- 
siuren unter Umwandlung letzterer in neue Aminosiiuren unter 
gleichzeitiger Bildung von Ketoglutarsiure. 

Diese Reaktion wurde im Prinzip schon vorher von einige 
anderen Autoren gefunden. Herbst und Engel®) gelang es 1934 
im Modellversuch durch liingeres Kochen wiBriger Lisungen vo 
«-Aminophenylessigsiiure und Brenztraubensiiure Alanin zu er 
halten. 

D. Moyle-Needham?*) fand bei ihren Untersuchungen iiber 
den Bernsteinsiiure-Stoffwechsel im Muskel, daB die der Muskelbre- 
suspension zugesetzte 1(+)-Glutaminsiure allmiihlich verschwand 


der Gesamtaminostickstoffgehalt sich aber trotzdem nicht verringertef 


Braunstein und Kritzmann haben den Reaktionsmecha- 
nismus und dessen physiologische Bedeutung niher untersucht. 
Sie stellten unter anderem folgendes fest: 

1. Dieser Vorgang ist eine gekoppelte Reaktion. Ks wir 
intermediir kein freies Ammoniak gebildet. 

2. Der Prozef ist reversibel. Aus Ketoglutarsiure und eine! 
«-Aminosiure entsteht Glutaminsiiure und die der Aminosaure ent- 
sprechende Ketonsiiure. 

3. Das umaminierende Ferment kommt nicht nur im Muskel. 
sondern auch in vielen anderen Organen, besonders in Leber un’ 
Niere vor. 
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4, AuBer der 1(+-)-Glutaminsiiure ist auch noch die 1{—)-Aspa- 
raginsiiure zur Umaminierung befihigt. 

5, AuBer Brenztraubensiure acceptieren auch beliebige andere 
y-Ketosiuren die Aminogruppe der 1(-+-)-Glutaminsiiure. Anderer- 


'geits geben die meisten der im Kiweifmolekiil enthaltenen Amino- 
siuren ihre Aminogruppe leicht an «-Ketoglutarsiiure ab, wobei 


Glutaminsiure gebildet wird. 

Ks lag fiir uns nahe in den Befunden von Braunstein und 
Kritzmann den Grund fiir den negativen Austall der Ammoniak- 
bestimmungen bei unseren Versuchen mit l(—)-‘l'yrosin anzunehmen. 
Danach wiire die Aminogruppe des l(—)-Tyrosins an die in dem 
Lebergewebe vorhandene Ketoglutarsiure oder Oxalessigsiure iiber- 


'tragen worden unter Bildung von Glutamin- oder Asparaginsiure 
'und p-Oxyphenylbrenztraubensiure. lLetztere wire dann weiter 
' zu Aceton baw. Acetessigsiiure und Kohlendioxyd oxydiert worden, 


was den Sauerstoffverbrauch von 4 Atomen bedingt hiitte. 

Zur Liésung der Frage, ob tatsiichlich auch das 1(—)-Tyrosin 
gur Umaminierungsreaktion befihigt ist, fiihrten wir ausgedehnte 
Versuchsreihen nach den Angaben von Braunstein und Kritz- 
mann aus. Als Organe verwendeten wir auSer Kaninchenmusku- 
Jatur noch Schweineleber und Schweineniere. Die Organe wurden 
mit der Latapiemiihle zerkleinert, mit Bicarbonatlésung oder 
Phosphatpufter verdiinnt und die Hauptversuche mit iiquivalenten 
Mengen 1(—)-Tyrosin und Ketoglutarsaure versetzt. Zum Vergleich 
wurden 3 Leerversuche angesetzt, einer nur mit Ketoglutarsiure, 
einer nur mit 1(—)-Tyrosin und der dritte ohne Zusatz. Als MaB 


fiir die Umaminierung benutzten wir die Bestimmung der gebildeten 


Glutaminsiure nach den Angaben von Braunstein und Kritz- 
mann. In den mit Trichloressigsiure enteiweiBten Filtraten wurden 


| die Aminodicarbonsiuren mit Baryt und Alkohol nach dem Ver- 


Jahren von Foreman, modifiziert von Jones und Moeller’), ge- 
fillt und in dem Niederschlag der Aminostickstoff nach van Slyke 
bestimmt. Die Differenzen zwischen Haupt- und Leerversuchen 


} waren das MaB fiir die durch Umaminierung gebildete Glutaminsiure 


Wie aus den Daten im experimentellen Teil (Tab. I) zu ersehen 
ist, ist in allen Fillen der Aminostickstofigehalt der Dicarbon- 


iE siurefillung des Hauptversuches wesentlich héher als im Leer- 


}versuch, Die Differenz betriigt im Durchschnitt 40°/, des zu- 


aes 


gesetzten Tyrosinstickstofts. 
Jedoch fanden wir auch bei den Ansiitzen, bei denen wir 
die Organbreisuspension vor dem Versetzen mit 1(—)-Tyrosin und 
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Ketoglutarséure auf dem Wasserbad kurze Zeit erhitzten oder mj | 


Trichloressigsiure enteiweiBten, im Hauptversuch einen deutlich 
héheren Aminostickstoffwert der Dicarbonsiurefallung als in dey 


Leerversuch. Von einer Fermentreaktion konnte also somit keine} 
Rede mehr sein, der Zuwachs des Aminodicarbonsiurestickstofis— 


nicht auf einer enzymatischen Umaminierung beruhen. 


Nun ist die Bestimmung der Glutaminsdure durch Fille 


mit Baryt und Alkohol eine sehr unzureichende Methode, was 
auch Lraunstein und Kritzmann an verschiedenen Stelle 
zugeben. Glutaminsiure wird zwar hierbei quantitativ ausgefiillt, 
doch ist die Fallung nicht spezifisch fiir diese Aminosiure. Eine 


ganze Reihe Aminomonocarbonsiauren fallen zum Teil in betriicht-§ 


lichen Mengen mit aus, bzw. werden von der ausfallenden Glut. 


amin- oder Ketoglutarsiure mitgerissen. An Hand von Fillungs.f 


versuchen mit reinen Aminosiaurelésungen stellten wir fest, daf 


Tyrosin zu 40—50°/, 


ist diese Bestimmungsmethode allein véllig unzureichend zum 
Nachweis einer Glutaminsiurebildung. Der Zuwachs des Amino- 
stickstofis der Dicarbonsiurefillung in den Hauptversuchen beruht 


bei unseren Untersuchungen lediglich darauf, daB das zugesetzte 


l(—)-Tyrosin durch die ausfallende Ketoglutarsiure einmal mehr. 
elnmal weniger mitgerissen und dadurch eine Glutaminsiurebildung 
vorgetiiuscht wurde. Hierfiir sprechen vor allem auch die Befunde 
bei den Versuchen mit gekochten und enteiweiBten Organbrei- 
suspensionen. Wir vermuten, dafi auch bei den Versuchen von 
Braunstein und Kritzmann in manchen Fillen eine Glutamin- 
siurebildung vorgetiiuscht worden ist. Diese Autoren haben zwar 
in ihren ersten Arbeiten nur Analysenwerte iiber ihre Versuche 
mit Glutaminséure und Brenztraubensiure, bzw. Ketoglutarsiiure 
und Alanin, verdffentlicht, sie behaupten jedoch, daB zur Un- 
aminierung auch beliebige andere w-Aminosiuren befihigt seien. 
Kyrst in einer spiteren Veréffentlichung machen sie gewisse Kinschrin- 
kungen, weil sie bei der Glutaminsiurebestimmung in Gegenwar' 
anderer ¢-Aminosiuren denselben Schwierigkeiten begegnet sind. 

Da es an einer spezifischen quantitativen Methode zur Be- 
stimmung der Glutaminsiure mangelte, versuchten wir in Grob- 
ansitzen die gebildete Glutaminsiure als Chlorhydrat zu isolieren. 
Die Kinzelheiten der von uns angewandten Jsolierungsmethode 
sind im experimentellen Teil beschrieben. Die Brauchbarkeit 


ausgefallt wird. Auch Alanin, das zwarf 
allein praktisch in Lésung bleibt, wird durch ausfallende Glut-§ 
aminsiure und Ketoglutarsiure zu 10—12°/, mitgerissen. Deshalbf 
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unserer Methode haben wir an einem Versuche ausprobiert, bei 
dem wir zu 50g Kaninchenmuskelbrei 750 mg Glutaminsiure zu- 
setzten. Hiervon konnten wir 530mg als Chlorhydrat isolieren. 
Wir haben mehrere GroBversuche sowohl mit Kaninchenmuskulatur 
als auch mit Schweineleber und Schweineniere ausgefiihrt. Den 
Organbreisuspensionen wurden 1,90 g 1(—)-Tyrosin und 1,50 g 
Ketoglutarsiiure zugesetzt. In keinem Falle konnten wir jedoch 
Glutaminsiure isolieren. Dagegen gelang es uns, aus einem Ansatz 
mit 0,90 g 1(+)Alanin und 1,50 g Ketoglutarsiiure 310 mg Glut- 
aminsiurechlorhydrat zu gewinnen. 

Danach ist zwar das 1(+)-Alanin befahigt seine Aminogruppe 
auf Ketoglutarsiiure zu iibertragen, der Abbau des 1(—)-Tyrosins 
in Leber und Niere geht jedoch weder iiber eine oxydative Des- 
aminierung, noch iiber eine enzymatische Umaminierung. 

Nach AbschluB unserer Versuche gelangten wir in den Besitz 
einer Arbeit von P. P. Cohen?) iiber die Umaminierung im ‘T'auben- 
hrustmuskel. Dieser Autor hat mit Hilfe einer neuen, selbst aus- 
searbeiteten spezitischen Bestimmungsmethode*) die Glutamin- 
siurebildung aus Ketoglutarsiiure und einer Reihe von @-Amino- 
siuren untersucht. Er fand, daB an der Umaminierung drei 
Knzymsysteme beteiligt sind, die folgende Reaktionen katalysieren: 

Glutaminsiiure < 7 Ketoglutarsiure 
Asparaginsiiure <—7 Oxalessigsiiure 


Alanin ~.. Brenztraubensiiure. 





iis sind also auch uur drei a-Amuinosiiuren, namlich |( + )-Glut- 
aiinsiiure, 1(—)-Asparaginsiiure und 1(+)-Alanin zur enzyma- 
tischen Umaminierung befahigt. Die geringe Aktivitat, die er bei 

-\-Valin und d,l-Aminobuttersiiure feststellte, wird durch die nahe 
Verwandtschaft zum Alanin-Brenztraubensiuresystem erklirt. Prin- 
‘ipiell findet Umaminierung nur zwischen den drei obengenannten 
\minosiiuren statt. Damit werden auch unsere Versuchsergebnisse 
hestiitigt. 

Herrn Professor Dr. Kuit Felix bin ich fiir wertvolle Unter- 
stiitzung bei der Ausfiihrung dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. 
Kerner moéchte ich der ,,Chemisch-pharmazeutischen A.-G., Bad 
Homburg“ fiir die freundliche Uberlassung von Tiermaterial danken. 


Experimenteller Teil. 


Ketoglutarsiure wurde nach der Vorschrift von Neuberg und 
ninger') aus Oxalbernsteinsiureester hergestellt. Schmelzp. 115-—116°. 
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Die verwendeten Aminosiiuren bezogen wir von Hoffmann-La Roeh 
Sie wurden durch Bestimmung der optischen Drehung und ihres Stickstoff. 
gehaltes nach Kjeldahl! auf Reinheit gepriift. 


Umaminierungsversuche. Schweineleber und -niere wurden fris¢ 
vom Schlachthaus bezogen und in der Latapiemiihle zu einem feinen Bre; 
zermahlen. Vom Kaninchen verwendeten wir die Riickenmuskulatur, di¢ 
sofort nach dem Téten des Tieres in einer Hackmaschine zerkleinert wurd: 
Die Organbreie wurden in der 4—dfachen Menge 0,125°/,iger Kaliun. 
bicarbonatlésung oder m/15-Phosphatpufferlésung vom py, 7,6 mit Hilfe eines 
elektrischen Riihrers suspendiert. Die Substrate wurden in der nétigen Meng: 
Bicarbonat- oder Phosphatpufterlésung gelést und den einzelnen Ansiitzey 
zugesetzt. Die Ketoglutarsiiure wurde vorher mit der fiquivalenten Meng 
Natronlauge neutralisiert. Nach zweistiindigem Schiitteln im Thermostate; 
bei 37,5° enteiweiBten wir die Ansiitze mit 10°/,iger Trichloressigsiiure. 
Nach mehrstiindigem Stehen wurde vom Eiweibniederschlag abgesaugt uni 
dieser mit 1°/,iger Trichloressigsiiure griindlich ausgewaschen. Die klare: 
Filtrate wurden im Vakuum bei 30° etwas eingeengt, quantitativ in Met. 
kolben gespiilt und auf 100 cem mit Wasser aufgefiillt. 

Mit einem Teil der Lésungen fiihrten wir die Aminodicarbonsiurefiillung 
aus. Hierzu wurden in der Regel 50 cem in ein Becherglas abpipettiert, mit 
einem Tropfen alkoholischer Phenolphtaleinlésung versetzt und fein gepulvertes 
Bariumhydroxyd bis zur schwachen Rétung zugegeben. Nach Versetzen mit 
dem sechsfachen Volumen (= 300 cem) 95°/,igen Alkohols fiel ein dicker 
weiber Niederschlag aus, der nach melhrstiindigem Stehen bei Zimmer 
temperatur abzentrifugiert, mit 80°/,igem Alkohol griindlich ausgewaschen 
und im Exsiceator tiber Natronkalk vom anhaftenden Alkohol befreit wurde. 
Hierauf wurde das Pulver im Zentrifugenglas in 5ecem 10°/,iger Essigsiiur 
gelést, quantitativ in den van Slyke-Apparat gespiilt und der Aminostick 
stoff gasvolumetrisch bestimmt. 

In manchen Fiillen bestimmten wir in einem anderen Teil des ent 
eiweibten Filtrates den Gesamtaminostickstoff nach van Slyke. Die 
Differenzen zwischen den Haupt- und Leerversuchen entsprachen  stets 
innerhalb der Fehlergrenze den Mengen Aminosiiure, die den Hauptversuche: 
zugesetzt worden waren. Eine oxydative Desaminierung hatte also nicht 
stattgefunden. 

Um bei den van Slyke-Bestimmungen deutliche Ausschlige zu er 
halten, machten wir Ansitze mit gréberen Mengen 1(—)-Tyrosin und Keto 
olutarsiiure. In der Regel versetzten wir 40g Organbrei mit 100 mg 
l(—)-Tyrosin und 80—100 mg Ketoglutarsiiure. Eine Versuchsserie bestané 
meistens aus folgenden Ansiitzen: einem Hauptversuch mit 1(—)-Tyrosin 
und Ketoglutarsiiure, einem Versuch nur mit Ketoglutarsiiure, einem nur 
mit 1(—)-Tyrosin und einem Leerversuch ohne Zusatz. In Tab. I sind di 
Analysenwerte der Aminostickstoffbestimmungen der Aminodicarbonsiure- 
fillungen zusammengestellt. Die Differenzen in den gefundenen Stickstoit 
werten sind berechnet einmal zwischen dem Hauptversuch mit Ketoglutar 
siiure und 1(—)-Tyrosin und dem Ansatz nur mit Ketoglutarsiure, weiterhil 
zwischen dem Ansatz mit 1(—)-Tyrosin und dem Leerversuch. Letztere gibt 
an, wieviel 1(—)-Tyrosin bei der Dicarbonsiiurefillung ausgefillt worden 
ist. Sie ist meistens kleiner als die Differenz zwischen den Versuchen 
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oh Ketoglutarsaure. Bei Gegenwart von gréBeren Mengen Ketoglutarsiiure wird 
‘of: F das Tyrosin noch stirker von der ausfallenden Ketonsiure mitgerissen. 


$rei Ansiitze: 40g Organbrei, 


Tabelle I 


100 mg 1(—)-Tyrosin - 


Tyr., 
80—100 mg Ketoglutarsiure 


= Kgs., 
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Dicarbonsaurefallung bei Gegenwart von Tyrosin und Alanip 
Zur Untersuchung, in welchem Mae Tyrosin und Alanin sowohl allein als 
auch bei Gegenwart von Glutaminsiure oder Ketoglutarsiure durch Bariuy. 
hydroxyd und Alkohol ausgefallt wird, machten wir einige Fallungsversuch: 
mit reinen Aminosiurelésungen. Die Aminosiiuren wurden in 50 cem Wasser 
gelést und die Dicarbonsdurefillung in der iiblichen Weise ausgefiihrt. |, 
dem Niederschlag wurde der Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt 
In Tab. IT sind die gefundenen Stickstoffwerte zusammengestellt. 


Tabelle II 





Gts. = Glutaminsiure Tyr. = Tyrosin 
Kgs.= Ketoglutarsiure Al. = Alanin 
. Dicarbonsiurefillung 
Einwage “ — satis ; Bitte 
gefunden —_abziiglich °/) des zugesetzten 

mg mg NH.-N  Gts.-N Gts-N | Tyr.-N AL.-N 
50 Gts. 4,71 99,0 
50 Gts. 1 par " ° 
=—A\ Om 6,4: yx 6 J,U 
50 Tyr. .™ oi nis 45,0 
50 Gts. » Adee a 
50 Al. 9,04 0,83 10, 
50 Kgs. — 
~ r 7 «t 8 
0 Tyr, |f 19 Ld 
50 Kgs. l gor 
- - 4 ¢ 
50 Al. , a | 12, 
50 Tyr. 1,57 40,5 
50 Al. 0,25 3.02 





Tyrosin wird sowohl bei Gegenwart als auch bei Abwesenheit you 
Glutaminsiure oder Ketoglutarsiiure zu 40—50°/,, Alanin dagegen nur bei 
Anwesenheit dieser Dicarbonsiiuren in nennenswerten Mengen ausgefiillt. 


Isolierung von Glutaminséure. Als Beispiel unserer Isolierungs- 
versuche wird folgende Versuchsreihe mit Kaninchenmuskulatur beschrieben, 
die aus 3 Ansitzen bestand. Je 50 g Kaninchenmuskelbrei wurden in 500 cem 
0,125°/,iger Kaliumbicarbonatlésung suspendiert und in Ansatz 1 mit 1,86 ¢ 
1(—)-Tyrosin und 1,50g neutralisierter Ketoglutarsiure, in Ansatz 2 mit 
0,92 ¢ 1(+)-Alanin und 1,50 g Ketoglutarsiure, in Ansatz3 mit 0,75¢ 
1(+)-Glutaminsiure versetzt. Nach 2 stiindigem Schiitteln im Thermostaten 
bei 37,5° wurden alle Ansiitze mit 80ccm 10°/,iger Trichloressigsiure ent- 
eiweiBt, der Niederschlag nach dem Stehen iiber Nacht abgeseugt und mit 
1°/,iger Trichloressigsiure griindlich nachgewaschen. 


Aminosaurefallung. Die klaren Filtrate wurden im Vakuum bei 
40° auf etwa 100ccm eingedampft, die Konzentrate mit festem Natrium- 
carbonat schwach alkalisch gemacht und durch abwechselnde Zugabe von 
25°/,iger Mercuriacetatlésung und 10°/,iger Sodalésung die Aminosiiuren 
ausgefillt. Die Niederschlige wurden nach einigem Stehen abzentrifugiert, 
mit wenig kaltem Wasser nachgewaschen, darauf in verdiinnter Salzsiure 
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list, das Quecksilber durch Einleiten von Schwefelwasserstoff ausgefillt, 
der HgS-Niederschlag abfiltriert und mit heiBem Wasser ausgewaschen. 


Phosphorwolframsaurefallung. Die Filtrate wurden mit 25°/,iger 
Salzsiure auf einen Gehalt von 5°/, HCl gebracht, auf dem Wasserbad er- 
wiirmt und mit etwa 50 ccm 10 °/, iger Phosphorw olframsiurelésung i in 5°/,iger 
Salzsiiure versetzt. Nach dem Stehen iiber Nacht im Eisschrank wurde von 
dem Niederschlag durch eine Glasfilternutsche abgesaugt, der Niederschlag 
nit 2°/,iger Phosphorwolframsiurelésung nachgewaschen. Die Entfernung 
der iiberschiissigen Phosphorwolframsiure in den Filtraten geschah durch 
Zugabe von kalt gesittigter Barytlésung bis zur schwach alkalischen Reaktion. 
Die Bariumniederschlige wurden abgesaugt und mehrmals ausgewaschen. 

Glutaminsaurefallung. Die klaren Filtrate, die noch einen geringen 
(‘berschu8 von Bariumhydroxyd enthielten, wurden im Vakuum auf 50 ccm 
eingeengt. Bei Zugabe der sechsfachen Menge 95°/,igen Alkohols entstand 
bei den Ansiitzen 2 und 3 eine starke Fillung, beim Ansatz 1 dagegen nur 
eine geringe Triibung. Sie wurden nach mehrstiindigem Stehen abzentri- 
fugiert, mit 80°/,igem Alkohol ausgewaschen und in Wasser unter Erwirmen 
velist. Aus den Lésungen wurde das Barium mit n/10-Schwefelsiure unter 
Vermeidung eines Uberschusses in der Wiirme quantitativ ausgefallt. Nach 
dem Abfiltrieren des Bariumsulfatniederschlages wurden die Filtrate mit 
einigen Kubikzentimetern 25°/,iger Salzsiure versetzt und im Vakuum zur 
Trockne eingedampft. Bei Ansatz 1 hinterblieb kein Riickstand, bei den 
Ansiitzen 2 und 3 waren dagegen reichliche Krystallmassen von Glutamin- 
siurechlorhydrat vorhanden. Sie wurden in 4—5 ecm 25°/,iger Salzsiiure 
unter Erwirmen gelést. Nach kurzem Stehen auf Eis krystallisierte Glutamin- 
viurechlorhydrat in rein weiBen Prismen aus. Ausbeute und Analysen- 
rgebnisse sind in Tabelle ITI enthalten. 


Tabelle Ill 


Isolierung von Glutaminsiure 























J 2 3 
Ansiitze 50 g Muskel 50 g¢ Muskel 50 ¢ Muskel 
ae Tyr. 0,92 g o Al. 0,75 ¢ Gts. 
1,50 g Kgs. 1,50 g sal 
Ausbeute | ‘i ‘i 
an Gts.-HCl | 310 mg 530 mg 
Schmelzpunkt 206—-207° u. Zers. | 205—207° u. Zers. 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: 
Kinwage mg 21,75 21,95 18,05 22,20 
Berechnet mg N 1,660 1,675 1,388 1,694 
Gefunden mg N 1,676 1,700 1,360 1,69] 
Zusammenfassung 


i. Der oxydative Abbau des 1l(—)-Tyrosins in Leber und 
Niere verlauft weder iiher eine oxydative Desaminierung noch 
eine Umaminierung. 

1? 
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2. Die Bestimmung der Glutaminsiure nach Foreman jg 


zum Nachweis einer Umaminierung unbrauchbar, da verschiedepe 
Aminomonocarbonsiuren diese Fillung stéren. 


3. Die enzymatische Umaminierung verliuft nur zwische, 


Glutaminsiure, Asparaginsiure und Alanin bzw. den entsprechen. 
den a-Ketonsiuren. 


10. 


Literatur 


A. E. Braunstein u. M.G. Kritzmann, Enzymologia (Nd.) 2, 12) 
(1937); Biochimia (Moskau) 2, 242 (1937); 3, 590 (1938); 4, 303 (1939). 
A. E. Braunstein, Nature (Brit.) 148, 609 (1939): Enzymologia (Nd, 
7, 25 (1939). 

P. P. Cohen, Biochemie. J. 83, 1478 (1939). 

P. P. Cohen, Biochemie. J. 33, 551 (1939). 

K. Felix, K. Zorn u. H. Dirr-Kaltenbach, Diese Z. 247, 141 (1937). 
K. Felix u. K. Zorn, Diese Z. 288, 16 (1939). 

R. M. Herbst u. L. L. Engel, J. of Biol. Chem. 107, 505 (1934). 

D. B. Jones u. O. Moeller, J. of Biol. Chem. 79, 429 (1928). 

H. A. Krebs, Diese Z. 217, 191 (1933): 218, 157 (1933): Biochemie. J. 
29, 1620 (1935). 

M. G. Kritzmann, Enzymologia (Nd.) 5, 44 (1938); Biochimia (Moskau) 
%, 603 (1938); 4, 184 (1939); Nature (Brit.) 148, 603 (1939). 

D. Moyle-Needham, Biochemie. J. 24, 208 (1930). 

C. Neuberg u. M. Ringer, Biochem. Z. 71, 228 (1915). 








durch 
stand 
giinst 
schier 
keine 
stelle 
suche 
Schle 
srun 
Gehe 
auch 


nome 
des N 
verb 
haue 
dene 
Zell 
sind 


in Y 


(193: 
197, 
(yra 
1935 
Ups 


218 








en. 


oy 
ve) 





Antigene und bésartige Geschwiilste 


Von 


Fritz Micheel und Hans Emde 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Universitét Miinster [Westf.]) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1940 


Die Beeinfiussung des Wachstums bdésartiger Geschwiilste 
durch Schlangengifte ist in den letzten Jahren wiederholt Gegen- 
stand der Untersuchung gewesen. Neben wenigen Angaben iiber 
giinstige Ergebnisse bei der Behandlung von T'umoren mit ver- 
schiedenen Schlangengiften stehen zahlreiche andere, die itberhaupt 
keinen oder eher einen ungiinstigen EinfluB auf die Heilung fest- 
stellen), Gewisse Uberlegungen gaben den Anlaf, ahnliche Ver- 
suche im Jahre 1938 unter Beriicksichtigung der Tatsache, dab 
Schlangengifte starke Antigene sind, in Angriff zu nehmen. Die 
srundlegenden Ergebnisse von Kégl und Erxleben?) itber den 
Gehalt von Tumorproteinen an d-Aminosiuren veranlaBten uns, 
auch andere Antigene in die Untersuchungen einzubeziehen. 

Den Versuchen lag der Gedanke zugrunde, daB das auto- 
nome Wachstum bésartiger Geschwiilste neben anderen Anomalien 
des Stoffwechsels mit einer Entartung des EiweiBauf- und -abbaus 
verbunden ist, derart daB die Leistungsfihigkeit der eiweib-auf- 
bauenden und -spaltenden Enzyme der normalen Zellen gegeniiber 
denen in Tumoren geschwiacht erscheint und somit die normalen 
Zellen dem destruierenden Wachstum der Tumorzellen unterlegen 
sind, 

Die bisherigen Versuche iiber die Proteasen in ‘Tumoren und 
in normalem Gewebe*) zeigen zwar keine grundsitzlichen Unter- 


') Laignel-Lavestine u. Koressios, Bull. Soc. chim. [3] 49, 274 
(1933); Taguet, C. r. Acad. Sci. 196, 880 (1933); Calmette, C. r. Acad. Sei. 
197, 205 (1933); Vellard, Penna u. Vianna, C. r. Acad. Sei. 198, 502 (1934) ; 
(rrasset u. des Ligneris, C. r. Soe. Biol. 116, 386 (1934); Julius, C. 
1935, I, 2075; Lustig u. Weber, Z. Krebsforsch. 43, 359 (1936): Vannfalt, 
Upsala Liikareforenings Férhandl. 42, 315 (1936). 

*) Diese Z. 258, 57 (1939) und spiitere. 

*) Krebs, Biochem. Z. 238, 174 (1931); Kleinmannu. Werr, Biochem. 
“4, 241, 108 (1931); Masehmann u. Helmert, Diese Z. 216, 161 (1933); 
218, 142 (1933); Z. Krebsforsch. 45, 423 (1937). 
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schiede in qualitativer wie in quantitativer Hinsicht zwischey 
normalen und carcinomatésen Zellen. Es handelt sich jedoch m 
Versuche in vitro, deren Ubertragung auf die Verhiltnisse in viy 
fraglich erscheint’). Nun stellt die Zufuhr von Antigenen eine 
Belastung der proteolytischen Enzymsysteme vor. Solche Zufuhr 
von kérperfremdem EiweiB — wir verwandten zunichst Schlangen. 
gift, dann auch Eier- und Serumalbumin — diirfte gesteigerte 
Anforderungen an diese Enzymsysteme stellen, und sollte damit, 
in geeigneter Weise ausgefiihrt, zu ihrer allmahlichen Leistungs- 
steigerung und damit zu einer Hemmung oder vélligen Unterbindung 
des Tumorwachstums fiihren kénnen. Vorausgesetzt wird dabei 
eine hinreichende Wechselwirkung zwischen der Antikérperbildung 
und den Proteasen der Zellen. Um diese Arbeitshypothese experi- 
mentell zu priifen, haben wir es unternommen, durch fortlaufende 
kleinste Gaben von kérperfremden KiweiBstoffen mit stark antigenen 
Kigenschaften (Schlangengift, Pferdeserumalbumin, Hieralbumin) 
einen standigen Zwang zur Antikérperbildung zu bewirken. Die 
Ergebnisse zeigen, daB es auf diese Art gelingt, bei der Bildung 
experimenteller Tumoren eindeutige Ergebnisse zu erzielen. 
Unsere Versuche liefen darauf hinaus, die Bildung von Tumoren 
durch Benzpyren bei gleichzeitiger iuBerlicher, besonders aber 
parenteraler Zufuhr von Schlangengiften oder echten HiweiBstoffen 
zu priifen. Als Versuchstiere dienten weiBe Mause aus eigener 
Zucht oder kaufliche in Reihen von 15—20 Stiick fiir jeden Versuch. 
Dabei wurden nicht wenige gréfere Dosen, sondern fortgesetzt 
sehr kleine Dosen (2—30y) des Antigens zugefihrt. Dies bot 
gegeniiber der Verabfolgung weniger gréBerer Gaben den Vorzug. 
daB anaphylaktische Schockwirkung méglichst weitgehend vermieden 
wurde. Zunichst wurde festgestellt, daB bei Pinselung mit 1°/,iger 
waBriger Lésung mit Gift von Naja tripudians (2 mal in der 
Woche | Tropfen im Nacken) auch in 6 Monaten irgendwelche 
Geschwulstbildung nicht eintrat’). Wurden in anderen Versuchs- 
reihen einerseits durch Pinseln mit 0,5°/,iger Lésung von Benz- 
pyren in Benzol (2mal in der Woche 1 Tropfen im Nacken) nach 
bekannter Methodik Hautcarcinome erzeugt, andererseits gleich- 
artig behandelten Tieren auf die gleiche Hautstelle zusitzlich Gift- 
lésung gegeben (vg!. oben),so war auch nach mehr als + Monaten ein 


— 


1) Vgl. Krebs, a. a. O.; Maschmann u. Helmert, Diese Z. 215, 
148 (1933). 

*) Wegen des im Gift vorhandenen Himorrhagins war dies von vorn- 
herein nicht ausgeschlossen. 
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nen  sicherer Unterschied zwischen beiden Reihen nichttfestzustellen. Noch 
um [EF nicht so eindeutig liegen die bisherigen Versuchsergebnisse mit sub- 
ivo # cutaner Verabfolgung von hochgiftigen oder wenig giftigen Kompo- 
ine # nenten des Giftes von Naja tripudians (1/,—?/, d. 1. m.) gegeniiber 


thr den mit Benzpyren alleine gepinselten Tieren'), obwohl auch hier 
on. f die Effekte, wenn sie iiberhaupt auftreten, unter den bisherigen 
rte Versuchsbedingungen nur klein sind. Diese Versuche bediirfen 
iit, f weiterer Priifung, insbesondere sind auch solche mit ungiftigen Ki- 
3 - weiBstoffen noch nicht hinreichend klar in ihren Ergebnissen. 
ng Kindeutiger waren die Ergebnisse bei der experimentellen 
ei f Sarkomerzeugung durch Verabfolgung eines subcutanen Benzpyren- 
ng depots”). Wir verwandten das Benzpyren in 0,5°/,iger Liésung 
ri- in Olivendl. Es wurde 2 mal im Abstande von 10—14 Tagen 
de img Benzpyren subcutan an der linken Flanke verabfolgt. Diese 
el hohe Gabe an Benzpyren wurde gewahlt, um zuniichst die Wahr- 
i) scheinlichkeit fiir das Auftreten von Tumoren mdglichst groB zu 
ie — gestalten. 
ig Kinzelne ‘Tiere zeigten schon nach etwa 60'l'agen an der 
| Depotstelle Sarkome von LinsengréBe; es folgten zum Teil be- 
Hn trichtlicher Haarausfall und Ulceration; nach etwa 90 ‘Tagen waren 
x — es tiber 75°/, nach 110'Tagen iitber 90°/, (mitunter 100°/,) der 
n — ‘Tiere mit zum Teil haselnu8- bis walnuBgroBen Sarkomen. Die 
1 — Frist von 110 Tagen wurde als Vergleichszeit fiir die Beurteilung 
1. fF der verschiedenen Versuchsreihen festgelegt, da sich die Zahl 
it der Tumortrager spater kaum noch indert*); hingegen treten spater 
t in zunehmendem MaBe Todesfille auf. Ferner wurden bei der Be- 
 # rechnung alle Tiere, die vor dem 60. Tage seit Versuchsbeginn 
n — starben, nicht gerechnet*). Von den zwischen dem 60. und 90. Tage 
' — Verstorbenen wurden nur die Tumortriger gerechnet, die ohne 
! Tumor hingegen nicht in Anrechnung gebracht. Dadurch ist die 
2 —& Moéglichkeit ausgeschlossen, daB Tiere, die zwischen dem 60. und 


90. Tage ohne Tumor starben (und dies sind nur vereinzelte) als 

tumorfrei in die Zahlung eingehen, obgleich sie vielleicht spater 

| — eimen Tumor hitten bekommen kénnen. Schlangengift oder die 

') Eine Schwierigkeit trat insofern ein, als sich die mit Benzpyren ge- 

pinselten Tiere als recht empfindlich gegeniiber Schlangengift erwiesen; 

, mitunter sogar */, der d.].m. konnten tédlich wirken. 

*) Burrows. Hieger u. Kennaway, Amer. J. Cane. 16, 57 (1932); 
Shear, Amer. J. Cane. 26, 322, (1936) und spiitere. 

8) Vgl. auch Dunning, Curtis u. Bullock, Amer. J. Cane. 28, 

681 (1936). 
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genannten KiweiBstoffe wurden wihrend der ersten 70 Tage 2 mal, 
dann 1 mal in der Woche an der rechten Flanke subcutan (in 
0,1—0,2 ccm Wasser) verabfolgt. Die GréBe der Kinzeldosis betrus 
bei hochwirksamem Gift der Naja tripudians (indische Kobra) 
2—4y ('/,—1/, d.l.m.), bei Hieralbumin und Serumalbumin (Pferd) 
bei einigen Versuchsreihen 107, bei anderen 30y. Verluste an 
Tieren, die z. T. wahrscheinlich auf anaphylaktische Schockwirkung 
zuriickzufiihren sind, traten gelegentlich bei den Versuchen mit 
Pferdeserum ein. Bei diesen Versuchsreihen zeigten sich ein- 
deutige Unterschiede gegeniiber den nur mit Benzpyren behandelten 
Tieren (Kontrolltieren). Die Entwicklung der Tumoren setzte bei 
einzelnen Versuchsreihen merklich spiter als bei den Kontroll- 
tieren ein. Wichtiger jedoch ist, daf die Zahl der Tumortriger 
bei den mit Antigenen behandelten Tieren betrichtlich hinter der 
der Kontrollen zuriickbleibt. Wihrend bei letzteren im Mittel 
tiber 90°/, bis zu 100°/, der Tiere nach 110 Tagen Sarkome 
hatten, betrug dieser Prozentsatz bei gleichzeitig mit hochwirk- 
samem Gift der Naja tripudians behandelten Tieren im Mittel 60°, 
bei mit Pferdeserum-albumin behandelten 55°/, und bei mit Kier- 
albumin behandelten 65°/,. 

Obwohl die Zahl der fiir jede Versuchsreihe verwendeten 
Tiere aus 4uBeren Griinden verhiltnismibig klein?) war (15—20\, 
in dieser Hinsicht also gewisse Vorbehalte gemacht werden 
miissen, so halten wir es fiir wenig wahrscheinlich, daB es sich 
um Zutallsergebnisse handeln kénnte; dagegen spricht vor allem 
die wiederholte, mit gleichem Ergebnis durchgefiihrte Nachpriifung 
der schon zu Anfang d. J. festliegenden Resultate. Weiterhin ist 
folgende Beobachtung im Sinne eines Schutzes durch das Antigen 
gegeniiber der Wirkung des Benzpyrens zu deuten: ein Teil der 
mit den Antigenen behandelten Tiere iibersteht die ganze Ver- 
suchsdauer in guter kérperlicher Verfassung. Drei solche weib- 
lichen Tiere, die 120 Tage lang mit Najagift behandelt waren, 
wurden nach weiteren 30 Tagen (150 Tage seit Kinfiihrung des 
Benzpyrendepots), wahrend denen sie keine Antigengaben mehr 
erhielten, wegen ihres guten Allgemeinbefindens zur Zucht ver- 
wendet. Nach weiteren 25 Tagen (175 Tage seit Kinfiihrung des 
Benzpyrendepots) traten bei allen ziemlich gleichzeitig Sarkome 


') Die Zahl der von uns fiir jede Versuchsreihe verwendeten Tiere 
bewegt sich jedoch in der GréBenordnung, wie sie fiir viele Versuche iiber 
cancerogene Stoffe mit bestem Erfolge angewandt wurden. [Vgl. die Zu- 
sammentassung yon Fieser, Amer. J. Canc. 34, 37 (1938)]. 
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auf, die sich schnell zu bedeutender Gréfe entwickelten'). Dies 
deutet darauf hin, da& der wihrend der ersten 120 Tage durch 
Antigengaben gewihrte Schutz gegeniiber der Wirkung des 
Benzpyrens in den anschlieBenden 55 Tagen abgeklungen war. 
Die Nachpriifung dieses Befundes an weiteren Tieren ist im 
Gange, aber noch nicht abgeschlossen. 

Was die weitere Auswertung des aus obigen Prozentzahlen 
sich ergebenden Schutzes gegen die Benzpyrenwirkung betrifit, 
so ist zunichst folgendes zu _ beriicksichtigen: Die Menge des 
Benzpyrens (2 mg) war in den Versuchen absichtlich betrichtlich 
sroB gehalten. Bei wesentlich kleineren Dosen, die noch mit 
Sicherheit zur Sarkombildung fihren’), kénnten die Eftekte der 
Antigene eventuell gréBer sein. Andererseits ist zu _beriick- 
sichtigen, dab die Bildung und das Wachstum bésartiger Ge- 
schwiilste ein viel zu komplexer Vorgang ist, bei dem die ver- 
schiedenen Enzymsysteme unabhingig oder in Wechselwirkung 
miteinander beteiligt und auch in ihrer Leistungsfaihigkeit ver- 
indert sind (z. B. das Cytochromsystem), als daB man aus der 
Beeindruckung der eiweiB-wirksamen Enzymsysteme allein vou 
vornherein einen 100°/,igen Erfolg erwarten kénnte. Angesichts 
unserer heutigen, noch recht unvollkommenen Kenntnis des Wesens 
der Antikérperbildung soll auch nicht gesagt sein, daB durch die 
Zutuhr der Antigene lediglich die KiweiB auf- und abbauenden 
Knzyme angeregt werden; es ware méglich, daB auch die Amino- 
siiuren auf- und abbauenden Enzyme sekundir beeinfluBt werden. 

Die bisherigen Ergebnisse lassen es verstehen, dab wieder- 
holt positive Erfolge bei der Heilung von Tumoren mit Schlangen- 
giften oder gewissen Organextrakten (Fichera) beobachtet wurden. 
In besonders giinstig liegenden Fallen mégen schon verhiltnis- 
miBig seltene Gaben an kérperfremdem Eiweif in dem von uns 
beschriebenen Sinne wirksam sein. 

Von Interesse sind dabei Versuche von Franks und Creeks’), 
die durch Immunisierung von Mausen mit 1. 2, 5, 6-Dibenz- 
anthranyl-carbamido-casein eine betrichtliche Resistenz der Tiere 


') Die Aufzucht der inzwischen geworfenen Jungen wurde darauf hin 
unterbrochen. 

*) Vel. Fieser, Amer. J. Canc. 34, 49 (1938); dort zitiert Lettinga, 
Dissertation Amsterdam 1937. Das betrichtlich weniger wirksame 1, 2, 5, 6- 
Dibenzanthracen fiihrt bei 0,25 mg noch in 96°/, der Fille zur Sarkom- 
bildung; [wort u. Twort, Amer. J. Canc. 35, 80 (1936). 

*) Amer. J. Cane. 35, 203 (1936). 
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gegeniiber der krebserzeugenden Wirkung 1,2,5,6-Dibenz-anthraceys 
erreichen konnten’). Nach der den Versuchen der amerikanischey 
Forscher zugrunde liegenden Idee beruht der Schutz, den die 
Immunisierung mit Dibenz-anthrany]-casein gegeniiber dem Dibenz- 
anthracen gewihrt, auf der Bildung eines Antikérpers, der spezi- 
fisch gegen die cancerogene Kohlenwasserstoffkomponente ein- 
gestelit ist. Wir méchten im Sinne unserer geschilderten Befunde 
eher annehmen, daB es die mit der Antikérperbildung einher- 
gehende Aktivierung der Proteasen ist, die in unspezifischer Weise 
zu den Erfolgen von Franks und Creeks gefiihrt hat. 

Noch nicht reif fiir eine Diskussion scheint uns der Zusammen- 
hang unserer Befunde mit der Frage des Auftretens von d-Pep- 
tidasen in bésartigen Geschwiilsten, wie sie nach der Isolierung 
von d-Aminosauren durch Kégl und Erxleben?) durch die enzym- 
chemischen Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz*) im Zu- 
sammenhang mit der Bildung von Abwehrfermenten (Abderhalden) 
untersucht wurden. 


Nach einer von Lettré*) geiiuberten Hypothese kénnte die Antigen- 
Antikirper-reaktion durch Annahme der Bildung von partiellen Racematen 
ihre Erklirung finden; die Antikérper sollten also einen Teil ihrer Amino- 
siuren als d-Form enthalten. Dies wiirde voraussetzen, daB bei der Anti- 
kérperbildung auch d-Proteasen mitwirken mii®ten und dai deren Bildung 
durch Antigenzufuhr angeregt wiirde. Damit wiire die Méglichkeit ge- 
geben, dai normalen Zellen nach Antigenzufuhr auch d-Proteasen zum 
Abbau von d-aminosiurehaltigem Tumoreiweif zur Verfiigung stehen. Wenn 
man von der Vorstellung von Kégl ausgeht ,,daB normale Zellen dem Vor- 
dringen von Tumorzellen keinen Einhalt bieten kénnen, da ihnen die be- 
treffenden proteolytischen Fermente fehlen‘, so wiire die Beeinflussung des 
Tumorwachstums durch Antigenzufuhr verstindlich. Obwohl diese Deutung 
geeignet wire, den unseren Befunden zugrunde liegenden Wirkungsmecha- 
nismus tiberraschend einfach zu erkliren, méchten wir sie so lange zuriick- 
stellen, wie nicht experimentelle Unterlagen fiir die obige Theorie der 
Antigen-Antik6érper-reaktion durch Isolierung von d-Aminosiuren aus Anti- 
kérpern geschaffen sind. 


Das von uns erbrachte Versuchsmaterial bedarf einer weit- 
gehenden Verbreiterung und soll in verschiedenen Richtungen 


') Erschwerend fiir die Beurteilung dieser Ergebnisse ist, daB das 
Dibenz-anthranyl-casein selbst eine gewisse cancerogene Wirkung besitzt. 

se. af. 

*) Waldschmidt-Leitz u. Mayer, Diese Z. 262, IV (1939); Wald- 
schmidt-Leitz, Mayer u. Hatschek, Diese Z. 268, I (1940); vgl. dazu 
Bayerle u. Podloucky, Biochem. Z. 304, 259 (1940): v. Euler u. Skar- 
zynski, Diese Z. 265, 135 (1940). 

4) Z. angew. Chem. 60, 581 (1937). 
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ens & ausgebaut werden. Neben einer weiteren Priifung unter beson- 


1en fF derer Beriicksichtigung der optimalen Dosierung méglichst vieler 
die fF vyerschiedener Antigene!) an einem zahlenmiBig gréBeren Tier- 
nzZ- # yaterial ist auch der EinfluB der Antigene auf andere bésartige 
2zi- F (Geschwilste (durch andere Cancerogene erzeugt, Hautcarcinome, 
in- & Impf- und Spontantumoren) zu untersuchen”*). Uber den Einflu8 
de f der Antikérperbildung auf die Bildung experimenteller Hautcar- 
r- — cinome hoffen wir in absehbarer Zeit auf Grund unseres seit 


ise ff lingerer Zeit in Arbeit befindlichen Materials noch prazisere Aus- 
sagen machen zu kénnen. Wenn Effekte auftreten, so sind sie 
bei unserer gegenwartigen Versuchsmethodik ganz wesentlich 
p- f kleiner als bei der Beeinflussung der Sarkome. 
Bei den weiteren Untersuchungen ist insbesondere auch das 
u- Verhalten von Reinzuchtstimmen der Tiere zu _ beriicksichtigen, 
i- — obwohl bei der Erzeugung experimenteller Sarkome dabei keine 
n) f ins Gewicht fallenden Abweichungen hinsichtlich der Zahl der 
Tumortriger bei verschiedenen Staimmen aufzutreten scheinen’). 
Es sind im Laufe der Krebsforschung eine betrichtliche 
n —@ Zahl von Methoden angegeben worden, die auf chemisch-thera- 
peutischer Grundlage eine Bekampfung des ‘Tumorwachstums 
zum Ziele haben; da sie meist nicht die von ihren Autoren daran 
gekniipften Hoffnungen erfillt haben, sind solche Verfahren mit 
» — Recht in MiBkredit geraten*), Der Sinn der vorliegenden Mit- 
D teilung ist nicht, diese Verfahren um ein weiteres zu vermehren, 
. sondern auf Grund der bis jetzt vorliegenden Ergebnisse einen 
Weg fiir unsere weitere Forschung zu zeigen und damit dem 
Kernproblem der Krebsentstehung naher zu kommen. 
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. Fiir die Untersuchungen standen uns Mittel der Deutschen 
; Forschungsgemeinschaft und der Firma C.F. Boehringer & Soehne 
: zur Verfiigung, denen auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 


‘) Bei der Auswahl der Antigene wiire auch, was bisher nicht geschah, 
auf die Anaphylaxiewirkung Riicksicht zu nehmen. 

*) Dunning, Curtis u. Bullock, a.a. O. 

8) Vgl. Druckrey, Z. Krebsforsch. 47, 112 (1938). 

*) Anm. b. d. Korrektur: In einer uns inzwischen bekannt gewordenen 
Mitteilung (Reding, C. r. Soc. Biol. 133, 450 (1940)] zeigt Reding, daB 
durch hiufige Gaben von kérperfremdem Eiweif (fremdes Blut, Pepton, Eier- 
eiweiB u. a.), deren GréBe nicht angegeben wird, neben Schidigungen von 
Leber, Milz u. a. Organen ein erhéhtes Auftreten von Spontantumoren zu 
beobachten ist. Ohne Kenntnis der Mengen des verabfolgten EiweiBes 
kann zunichst nicht beurteilt werden, in welechem Verhiltnis die Befunde 
tedings zu den unsrigen stehen. 
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Ubersicht iiber einige Versuchsreihen 


Zu den Versuchen dienten weife Miiuse aus eigener Zucht oder Tiere 
aus dem Handel. Es waren stets junge, gesunde Tiere, die ein Gewicht 
von 16—18 g erreicht hatten. Das Benzpyren (Schmelzp. 175—177°) wurde 
zu einer 0,5 °/,igen Lésung in Olivené] warm gelést. Jedes Tier erhielt im 
Abstande von 10—14 Tagen 2 mal 0,2 cem der Lésung in die linke Flanke 
subeutan injiziert. Die Antigene: Gift der Naja tripudians, Serumalbumin 
(Pferd) und Eieralbumin wurden in entsprechenden Konzentrationen in Wasser 
geliést an der rechten Flanke subcutan injiziert (vgl. die folgende Tabelle), 
Alle Tiere, die vor dem 60. Tage nach Versuchsbeginn, also vor dem Auf. 
treten der ersten vereinzelten Tumoren starben, wurden bei der Berechnung 
nicht beriicksichtigt '). GréBere Ausfiille innerhalb dieser Frist traten wieder. 
holt unter der Wirkung des Schlangengiftes und bei einer Reihe auch bei 
héheren Gaben von Serumalbumin (Pferd) ein, vermutlich als Folge von 
anaphylaktischer Schockwirkung. Ebenso wurden Tiere, die zwischen dem 
60. und 90. Versuchstag ohne Tumoren starben, von der Berechnung aus- 
geschlossen, die wiihrend dieser Zeit gestorbenen Tumortriiger jedoch mit- 
gezihlt. 





Befund nach 











Antigen sof 
Zahl Benz- 8 110 Tagen o s 
ren > NOIRE or. v 
der | pyren oe Tumor- |frei von| ¢ & # 
| der Gaben ae ——— a oe 
| Zahl °/, |Zahl °/, 
16 9} 2x 1 mg 138/95) 1 | 5] 2 
15 9} 2x 1mg} Gift von Naja, 21 Wochen lmal{ 7 70) 3 30] 5”) 
tripudians in der Woche 
lg —*/, d. 1. m. 
2—4y 
15 #@ |2 x 1mg]Serumalbumin 10 Wochen 2mal}] 7 60) 5 | 40 3 


(Pferd) 10 5 Wochen | mal 
wochentlich 
20 9} 2x 1mg{Serumalbumin 10 Wochen 2mal! 6 50; 6 S50] 8 
(Pferd) 30 dann 1 mal 
wochentlich , | 
15 9 };2x1mg] Eieralbumin | 10 Wochen 2mal] 7 60. 
10 y _ 5 Wochen | mal | 
wochentlich 
20 g¢ |2x1mg] Eieralbumin 10 Wochen 2mal} 12 70) 6 30] 2 
30 ¥ dann 1 mal 
wochentlich 


0 
R 
ppm 
_ 
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CO 
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) Die Beriicksichtigung der zwischen dem 60. und 90. Tage gestorbenen 
Tiere vgl. S.251. Es sind in diese Spalte auch die Tiere auf- 
genommen, die zwischen dem 60. und 90. Tage ohne Tumor ge- 
storben sind. 

“*) Die Tiere starben unmittelbar unter der Giftwirkung. 


'! Vgl. auch Dunning, Curtis u. Bullock, a. a. O. 
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An unsere Mitarbeiter! 


Ris ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen im gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaliung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
herechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze erméglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kinnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


E. Dane und H. Wulle; M. Schenck; J. Tischer; B. Helferich und H. Lutz- 

mann; H. vy. Euler, B. Hégberg, L. Melander und S. Tingsten; W. Herre 

und E. Graue; 0.Szep; W. Siedel und W. Fréwis; W. Siedel und E. Grams; 

E. Waldschmidt-Leitz, R. Hatschek und R. Hausmann; K. Bernhard (2); 

H. Lettré, K. Buchholz und M.-E. Fernholz; H. v. Euler, L. Ablstrém und 
B. Hégberg; K. Mayer und M. Klinga-Mayer. 





Fiir dle h&ufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abklirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. 


Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemie. J. 

Bull. Soc. Chim. biol. 
Bull. Soe. chim. 
Chem. Z. 

C.r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta 

J. Amer. Chem. Soc. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 
Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 


Ptliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American Journal of Physiology. 

== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
acitelie Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Berichte iiber die gesamte Physiologie und 

erimentelle Pharmakologie. 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

== Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l'Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta. 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of ohare yg 

== Journal of Biological Chemistry. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

e= Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 








































